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Résumé 
La forte mortalité associée au cancer du sein est principalement due à la dissémination des 
cellules cancéreuses à partir de la tumeur primaire et à l’envahissement de nouveaux tissus. 
La formation de métastases à distance de la tumeur primaire est rendue possible grâce à 
certaines propriétés des cellules cancéreuses très agressives telles qu’une migration cellulaire 
suractivée associée à la capacité de dégrader les matrices extracellulaires. Il est proposé 
depuis quelques années que les canaux ioniques participent à ces propriétés des cellules 
cancéreuses invasives et à la formation de métastases.  
La lignée de cellules cancéreuses mammaires hautement invasives MDA-MB-231 exprime un 
canal sodique dépendant du voltage fonctionnel, NaV1.5, qui n’est pas retrouvé dans des 
lignées de cellules cancéreuses mammaires faiblement invasives ni dans des cellules 
mammaires non cancéreuses. La fonctionnalité de ce canal est associée à l’invasion de la 
matrice extracellulaire par les cellules cancéreuses MDA-MB-231 mais pas à leur migration 
ni à leur prolifération in vitro. Les cathepsines à cystéine B et S sont les principales protéases 
impliquées dans la protéolyse de la matrice extracellulaire dépendante du canal NaV1.5. 
L’activité de ce canal induit une acidification péricellulaire qui est favorable à l’activité des 
cathepsines à cystéines B et S sécrétées dans l’environnement extracellulaire et connues pour 
avoir une activité maximale à pH acide. 
L’étude de la régulation du pH des cellules MDA-MB-231 effectuée au cours de cette thèse, 
démontre que le principal régulateur de pH impliqué dans ces cellules est l’échangeur sodium-
proton (NHE1). Ces deux protéines NHE1 et NaV1.5 participent à l’invasivité et à la 
dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire des cellules MDA-MB-231 dans une 
même proportion et leur inhibition simultanée n’a pas d’effet additif. Ces résultats suggèrent 
que NaV1.5 et NHE1 participent à un même mécanisme conduisant à l’invasion de la matrice 
extracellulaire par les cellules cancéreuses. L’activité du canal NaV1.5 ne régule pas 
l’expression en ARNm ni en protéine de NHE1 mais semble augmenter son activité, 
vraisemblablement par une augmentation de l’affinité de NHE1 pour les protons 
intracellulaires. Ceci conduisant à une augmentation de l’efflux de protons de NHE1 
favorisant ainsi l’invasivité des cellules MDA-MB-231. 
Dans les cellules MDA-MB-231 NaV1.5 et NHE1 sont co-localisés. Ces deux protéines sont 
plus précisément retrouvées dans des régions membranaires riches en cavéoline-1 et dans des 
  
micro-domaines cellulaires spécialisés dans la dégradation de la matrice extracellulaire et 
l’invasivité des cellules cancéreuses, les invadopodes. La localisation spécifique de NaV1.5 et 
NHE1 dans ces zones membranaires spécialisées pourrait favoriser leur interaction 
fonctionnelle. L’activité de NHE1 ou de NaV1.5 est requise pour la fonction de dégradation de 
la matrice extracellulaire par les invadopodes. De plus, l’inhibition de l’activité du canal 
NaV1.5 entraine une modification de la morphologie des cellules cancéreuses avec une 
augmentation de leur index de circularité. Ce changement de morphologie s’accompagne 
d’une modification du niveau de phosphorylation de la cortactine et de la polymérisation de 
l’actine. L’activité du canal NaV1.5 pourrait, associée à l’activation de NHE1, stimuler la 
formation et l’activité des invadopodes par une phosphorylation de la cortactine et une 
réorganisation du cytosquelette d’actine et ainsi favoriser l’invasivité cellulaire.  
Un complexe multi-protéique contenant NaV1.5 et NHE1 pourrait donc exister dans les 
cellules cancéreuses hautement invasives permettant d’augmenter leur capacité de dégradation 
de la matrice extracellulaire grâce à des interactions protéiques ou à des voies de signalisation 
qu’il reste à identifier. 
 
Mots clés : canaux sodiques dépendants du voltage, échangeurs sodium-proton, invadopodes, 
invasivité des cellules cancéreuses  
 
  
Résumé en anglais 
The high mortality rate associated with breast cancer is mainly due to dissemination of 
cancerous cells from primary tumour and invasion of new tissues. Metastasis formation at a 
distance from the primary tumour is made possible thanks to some properties of aggressive 
cancer cells as over activated cell migration associated with the ability to degrade 
extracellular matrixes. It has been hypothesized since many years that ion channels are 
involved in these properties of invasive cancerous cells and in metastasis formation.  
The highly invasive breast cancer cell line MDA-MB-231 expresses a functional voltage-
gated sodium channel, NaV1.5, which is not found in poorly invasive breast cancer cell lines 
or in non cancerous mammary cells. This functional channel is involved in invasion of 
extracellular matrix by MDA-MB-231 cancerous cells but neither in their migration nor in 
their proliferation in vitro. The cysteine cathepsins B and S are the main proteases involved in 
NaV1.5 channel dependant extracellular matrix proteolysis. The activity of this channel 
induced a pericellular acidification which is favourable for the activity of extracellularly 
released cysteine cathepsins B and S known to have a maximal activity at acidic pH. 
The investigation of pH regulation in MDA-MB-231 cells during this thesis showed that the 
main pH regulator involved in these cells is the Na+/H+ exchanger NHE1. These two proteins 
NHE1 and NaV1.5 are involved in MDA-MB-231 cells invasiveness and extracellular matrix 
proteolysis to the same extent and the simultaneous inhibition of both NaV1.5 and NHE1 had 
no additive effect. This suggested that NaV1.5 and NHE1 are involved in the same mechanism 
to drive extracellular matrix invasion by cancerous cells. The activity of NaV1.5 channels 
don’t regulate NHE1 mRNA or protein expression but seems to increase the activity of NHE1 
possibly through an increase in affinity of NHE1 for intracellular protons. This led to an 
increase of H+ efflux of NHE1 to favour MDA-MB-231 cell invasiveness. 
In MDA-MB-231 cells NaV1.5 and NHE1 are co-localised. These two proteins are more 
precisely found in cavéoline-1-rich membrane domains and in cellular micro-domains 
specialized in matrix degradation and cancer cells invasiveness, the invadopodia. The specific 
localization of NaV1.5 and NHE1 in these specialized membrane areas could favour their 
functional interaction. The activity of NHE1 or NaV1.5 is required for the extracellular matrix 
degradation by invadopodia. Furthermore the inhibition of NaV1.5 activity induces a 
modification of cell morphology with an increase in circularity index. This morphology 
  
change is associated with modification of cortactine phosphorylation and actin 
polymerisation. The activity of NaV1.5 channels can, associated with NHE1 activation, 
promote invadopodia formation and activity through cortactin phosphorylation and actin 
cytoskeleton reorganization and favour cell invasiveness.  
A multiprotein complex containing NaV1.5 and NHE1 could exist in highly invasive 
cancerous cells to increase the proteolytic matrix degradation ability of these cells maybe 
through protein interactions or through signaling pathways that still have to be identified. 
 
Key words: voltage-gated sodium channel, sodium-proton exchangers, invadopodia, cancer 
cells invasiveness  
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Introduction 
  
Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent (23 % des cancers) et représente la 
première cause de mortalité par cancer dans la population féminine mondiale. En France en 
2011, on estime à près de 53 000 nouveaux cas de cancer du sein détectés et plus de 11 500 
décès liés à ce cancer. L’incidence du cancer du sein est en augmentation constante depuis 
1980 (Belot et al., 2008), ceci probablement due à la systématisation des campagnes de 
dépistage. Malgré une mortalité en recul sur la période 1980-2005, celle-ci reste encore 
élevée. La forte mortalité associée à ce cancer résulte principalement du développement de 
métastases qui fait intervenir différents phénomènes moléculaires et cellulaires permettant aux 
cellules cancéreuses de s’échapper de la tumeur primaire afin d’envahir de nouveaux tissus. 
Ce phénomène d’envahissement tumoral est lié aux propriétés de migration des cellules 
cancéreuses ainsi qu’à leur capacité à dégrader la matrice extracellulaire. Parmi les différentes 
étapes aboutissant à la formation des métastases, la dégradation de la matrice extracellulaire 
lors de l’invasion semble être une étape clé. L’invasivité cellulaire est un phénomène 
finement régulé faisant intervenir d’une part un remodelage dynamique du cytosquelette et 
d’autre part l’expression et l’activation de protéases responsables de la dégradation 
protéolytique de la matrice extracellulaire. Des facteurs du microenvironnement tumoral, tels 
que le pH, jouent un rôle important dans l’invasivité des cellules cancéreuses. Depuis peu, des 
structures cellulaires spécialisées dans la dégradation de la matrice extracellulaire par les 
cellules cancéreuses ont été mises en évidence : les invadopodes, équivalents fonctionnels des 
podosomes des cellules non cancéreuses. Ces structures, par le recrutement et la sécrétion de 
protéases, permettent une dégradation focalisée de la matrice extracellulaire. La connaissance 
des structures et mécanismes impliqués dans l’invasivité des cellules cancéreuses est 
essentielle pour tenter de réduire la forte mortalité associée au développement des métastases. 
Il est admis depuis une vingtaine d’années que les canaux ioniques, en plus de leur rôle 
majeur dans l’excitabilité cellulaire, pouvaient participer à d’autres phénomènes physio 
pathologiques dans des cellules non excitables et notamment aux propriétés de prolifération, 
de migration et d’invasivité des cellules cancéreuses. Bien que clairement établi, le rôle des 
canaux ioniques dans les propriétés des cellules cancéreuses n’est pas entièrement compris ce 
qui en fait un champ d’étude prometteur dans le domaine du cancer.  
L’unité Inserm U1069 « Nutrition, Croissance et Cancer », s’attache à comprendre le rôle des 
canaux ioniques exprimés dans les cellules cancéreuses et les mécanismes qui les lient aux 
propriétés de migration ou d’invasivité cellulaire. Le laboratoire a été l’un des premiers à 
démontrer l’expression de canaux sodiques dépendants du voltage dans des cellules 
  
cancéreuses. Il a été démontré que l’isoforme NaV1.5, classiquement décrite comme étant une 
isoforme cardiaque, est exprimée et fonctionnelle dans les cellules cancéreuses mammaires 
hautement invasives MDA-MB-231, tandis qu’elle est absente des cellules cancéreuses 
mammaires faiblement invasives ou non cancéreuses (Roger et al., 2003). Par ailleurs, 
l’expression de canaux sodiques est retrouvée sur des biopsies de tissus cancéreux mammaires 
et est corrélée à l’envahissement ganglionnaire. L’expression de canaux sodiques dépendants 
du voltage a donc été proposée comme marqueur de métastases (Fraser et al., 2005; Yang et 
al., 2012).  
L’activité de ce canal sodique dépendant du voltage, NaV1.5, est responsable d’une entrée 
continue de sodium dans les cellules MDA-MB-231 due à un courant de fenêtre. Cette entrée 
de sodium par le canal NaV1.5 n’est pas impliquée dans la prolifération ni dans la migration 
des cellules cancéreuses mammaires mais participe à l’invasion de la matrice extracellulaire 
par ces cellules (Roger et al., 2003). L’inhibition de l’activité de ce canal par un inhibiteur 
spécifique (tétrodotoxine) conduit à une diminution du nombre de cellules traversant un filtre 
recouvert de Matrigel™, à une diminution de la taille de colonies cellulaires formées en trois 
dimensions et à une réduction du nombre de cellules s’échappant de ces colonies (Gillet et al., 
2009). La fonctionnalité des canaux NaV1.5 dans les cellules cancéreuses mammaires de la 
lignée MDA-MB-231 augmente leur invasivité par l’intermédiaire d’une acidification 
extracellulaire, responsable d’une potentialisation de l’activité protéolytique des cathepsines à 
cystéine B et S sécrétées dans le milieu extracellulaire (Gillet et al., 2009).  
Le pH cellulaire étant un paramètre physiologique finement régulé, il fait intervenir de 
nombreuses protéines membranaires. L’objectif de cette thèse était d’identifier les acteurs de 
la régulation du pH des cellules MDA-MB-231, de faire le lien avec l’invasivité de ces 
cellules cancéreuses et de déterminer ceux dont l’activité est modulée par le canal NaV1.5. 
Les résultats obtenus permettent une meilleure compréhension des mécanismes qui sous-
tendent l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires et pourraient aboutir à la proposition 
de nouveaux marqueurs pronostiques ou éventuellement de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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I. Biologie de la cellule cancéreuse : le cancer du sein 
A. Généralités sur le cancer 
Le cancer est responsable de nombreux décès et représente un problème majeur de santé 
publique. Les mécanismes du développement local des cancers et du processus métastatique 
n’étant pas entièrement élucidés, la poursuite des recherches permettant une meilleure 
compréhension de la biologie de la cellule cancéreuse est un enjeu essentiel pour la 
prévention et le développement de traitements efficaces. 
Une tumeur (ou néoplasie) désigne un tissu néo-formé due à une prolifération cellulaire 
accrue et anormale. Certaines tumeurs sont bénignes d’autres peuvent être malignes et sont 
alors nommées cancers. L’acquisition des propriétés rendant la prolifération cellulaire 
excessive est le résultat d’un ensemble de mutations génomiques induites par des agents 
physico-chimiques ou des virus et peut être liée à des facteurs de prédisposition génétique. 
Lorsque la tumeur est cancéreuse, elle est capable de croître et de s’étendre en disséminant 
dans l’organisme de nouvelles tumeurs malignes (métastases). Certaines de ces cellules 
cancéreuses peuvent en effet acquérir des propriétés de migration et d’invasivité leur 
permettant d’atteindre la circulation sanguine ou lymphatique puis de s’implanter et de 
développer une tumeur secondaire dans un nouveau tissu. Une tumeur cancéreuse n’est pas 
seulement composée de cellules cancéreuses mais également d’un stroma ne présentant pas 
d’anomalies génétiques qui communique avec la tumeur. Ce stroma participe au 
développement de la tumeur par la formation de vaisseaux qui alimentent la tumeur 
(angiogenèse tumorale) mais aussi par l’action de certaines cellules immunitaires. 
L’organisme porteur du cancer est mis en danger par l’envahissement de différents organes 
par les tumeurs primaires et secondaires empêchant leur fonctionnement. Ce phénomène de 
dissémination métastatique est la majeure cause de décès par cancer, il représente donc une 
cible privilégiée pour le développement de nouvelles thérapies.  
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1. Etymologie et historique 
Le cancer, n’est pas une maladie récente et existe probablement depuis les origines de la vie. 
Le terme « cancer » provenant du grec « Karkinos » est apparu au 4ème siècle avant J-C grâce 
à Hippocrate (460-377 av. J-C) qui en fit les premières descriptions. Le terme « Karkinos » 
signifiant crabe a été utilisé du fait de la forme des grosseurs malignes observées et a été 
traduit en latin par Celsus (28 av. J-C-50 ap. J-C) par le mot « cancer ». L’analogie avec le 
crabe vient également du fait que les crabes avec leurs pinces ne lâchent pas leur proie tout 
comme les cancers. Jusqu’au 18ème siècle, le cancer est considéré comme une maladie 
générale de l’organisme entier dont les traitements étaient basés sur la théorie des humeurs 
développée par Galien (131-201 ap. J-C). Avec les avancées scientifiques du 18ème et 19ème 
siècle, le cancer est mieux décrit et devient une pathologie locale qui peut se généraliser. La 
notion de métastases apparaît alors pour définir les tumeurs qui se forment à distance de la 
tumeur initiale.  
Le terme cancer regroupe un ensemble de pathologies différentes dénommées en fonction de 
l’origine du tissu atteint : les sarcomes pour les tissus conjonctifs, les carcinomes pour les 
tissus épithéliaux, les blastomes pour les tissus embryonnaires, les cancers 
hématopoïétiques (lymphomes et leucémies), les mélanomes pour le tissu mélanique, les 
cancers du tissu nerveux, et les cancers du tissu germinal. 
 
2. Epidémiologie 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer fait partie des principales causes 
de mortalité dans le monde en représentant environ 13% de la mortalité mondiale avec 
7,6 millions de décès et 12,7 millions de nouveaux cas en 2008. L’étude GLOBOCAN 2008 
(Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2008) a permis l’établissement de 
statistiques mondiales concernant l’incidence et la mortalité par cancer dans le monde (Ferlay 
et al., 2010; Jemal et al., 2011). Les cancers du sein, de la prostate, du poumon, du colon et de 
l’estomac sont les cinq cancers les plus fréquents dans le monde. Le risque d’avoir un cancer 
avant l’âge de 75 ans dans la population mondiale est de 18,6 % et celui de mourir d’un 
cancer avant l’âge de 75 ans est de 11,1 %. Cette étude permet également de mettre en 
évidence une différence entre pays développés et pays en cours de développement selon les 
cancers. D’une manière générale dans le monde, tous types de cancers confondus, l’incidence 
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et la mortalité sont plus importantes dans les pays les plus développés même si cela varie 
selon les cancers.  
D’après le rapport 2011 « la situation du cancer en France » de l’Institut National du Cancer 
dans le cadre du plan cancer 2009-2013, 365 500 nouveaux cas de cancers et 147 500 décès 
par cancer ont été estimés en 2011 en France. Le cancer est devenu la première cause de 
mortalité chez l’homme avec environ 33 % des décès (depuis 1988) et la deuxième chez la 
femme avec 24 % des décès pour la période 2004-2008. Il existe une variation géographique 
pour le taux d’incidence de cancer : on observe un gradient nord-sud, avec une incidence plus 
élevée dans le nord que dans le sud, cette variation étant plus importante pour les hommes que 
pour les femmes. Les cancers les plus mortels en France en 2011 sont le cancer du poumon, 
les cancers colorectaux, le cancer du sein et le cancer de la prostate. D’une manière générale, 
l’incidence des cancers augmente alors que la mortalité par cancer diminue. Ceci peut 
s’expliquer par la mise en place de diagnostics précoces qui permettent de détecter un plus 
grand nombre de cancers et par une meilleure efficacité des traitements. Il est à noter que 
même si cette variation de l’incidence et de la mortalité est observée pour un grand nombre de 
cancers, les cancers de mauvais pronostics ont tendance à avoir une incidence et une mortalité 
en recul. 
 
3. Facteurs de risque 
La formation d’un cancer résulte d’anomalies génétiques acquises par des facteurs 
carcinogènes ou hérités. La première mise en évidence d’un lien entre une substance et 
l’apparition des cancers a été faite à la fin du 18ème siècle avec la relation faite entre le travail 
des ramoneurs et le cancer du scrotum dû à la suie et aux goudrons qui imprégnaient leurs 
vêtements. Cette notion de cancer professionnel a permis d’identifier un grand nombre de 
substances facteurs de risque cancérigènes. Parmi les cancers professionnels, ceux liés à 
l’exposition à l’amiante, l’arsenic, le benzène, le cadmium et le formaldéhyde sont les plus 
connus.  
Les facteurs de risque peuvent être classés en facteurs endogènes et exogènes. Parmi les 
facteurs endogènes, l’âge prend une place importante, avec une augmentation de l’incidence 
et de la mortalité par cancer avec l’âge. Ce phénomène peut être expliqué par une moins 
bonne efficacité des mécanismes de réparation de l’ADN lors du vieillissement et par la durée 
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d’exposition aux substances carcinogènes. Des facteurs génétiques familiaux peuvent 
également être impliqués dans certains types de cancers tels que les cancers colorectaux et les 
cancers du sein et de l’ovaire. De nombreux facteurs de risques exogènes ont été identifiés. Ils 
sont présents dans l’environnement (agents chimiques, agents ionisants, virus) ou sont le 
résultat de facteurs de l’alimentation ou comportementaux (tabac, alcool). Les efforts de 
prévention visent à diminuer le contact avec ces agents et à réduire les facteurs 
comportementaux. La base de données des monographies sur les risques de cancérogénicité 
pour l’homme du Centre International de Recherche sur le Cancer de l’Organisation Mondiale 
de la Santé tente de répertorier les agents identifiés comme augmentant le risque de cancer. 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, environ 30 % des décès par cancer sont dus à cinq 
facteurs de risque principaux : un indice de masse corporelle élevé, une faible consommation 
de fruits et légumes, un manque d’exercice physique, la consommation de tabac et d’alcool. 
Le tabac reste le facteur de risque le plus important en représentant 22 % de la mortalité par 
cancer et 71 % des décès par cancer du poumon. 
 
4. Diagnostic et traitements 
Les différentes méthodes de diagnostic utilisées ont pour but d’identifier la présence ou non 
d’une tumeur, de déterminer son caractère bénin ou malin, de classifier la tumeur et de 
pronostiquer son évolution potentielle et sa réponse aux traitements. 
Plusieurs outils diagnostiques sont utilisés comme des études anatomo-pathologiques et des 
études d’anomalies génétiques. Les études anatomo-pathologiques sont basées sur l’étude de 
la morphologie des cellules ou du tissu et peuvent utiliser l’immunocyto- ou histo-chimie. En 
effet, une tumeur maligne est mal délimitée, non encapsulée, peu différenciée, les cellules 
sont irrégulières et les tissus adjacents peuvent être envahis. L’utilisation de différentes 
colorations et marquages immunologiques permet de diagnostiquer et d’émettre une valeur 
pronostique sur une tumeur. L’expression de marqueurs tumoraux ou de récepteurs peut être 
recherchée pour préciser le diagnostic. Des outils de biologie moléculaire sont également 
utilisés pour évaluer les anomalies génétiques de la tumeur dans un but de diagnostic ou de 
pronostic. 
Le diagnostic d’une tumeur aboutit à sa classification en grade et en stade afin de déterminer 
le pronostic de réponse aux traitements et son évolution. Le grade permet d’évaluer le degré 
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de différenciation d’une tumeur alors que le stade permet de déterminer son degré 
d’extension. Le système TNM est le plus couramment utilisé. Il est basé sur l’attribution d’un 
chiffre entre 0 et 4 pour la taille de la tumeur et son extension (T), pour la dissémination aux 
ganglions lymphatiques (N) et pour la présence ou l’absence de métastase (M). 
Le diagnostic d’un cancer est un élément clé dans la mise en place du traitement et dans 
l’efficacité de celui-ci. Plus le cancer est diagnostiqué tôt plus les chances de survie sont 
élevées. Le choix du traitement mis en place sera déterminé à partir des valeurs diagnostiques 
et pronostiques. Le traitement doit être le plus efficace possible, sans effets secondaires trop 
importants et ne présentant pas un coût trop élevé. Les principaux traitements utilisés sont :  
 la chirurgie afin de retirer en totalité la tumeur,  
 la radiothérapie qui permet grâce à l’action de radiations ionisantes la mort des 
cellules ciblées par des effets biologiques sur les acides nucléiques, les protéines et les 
lipides,  
 ou les chimiothérapies qui ont pour cibles principales les cellules en prolifération en 
bloquant leur division et dont l’efficacité est limitée par l’accès de la circulation 
sanguine à la tumeur et le développement de résistances par les cellules cancéreuses. 
L’évolution des méthodes de diagnostic et l’amélioration des traitements sont probablement à 
l’origine de l’augmentation du taux d’incidence des cancers et ont permis une augmentation 
sensible du taux de survie des patients. Mais l’amélioration des méthodes de détection et les 
campagnes de détection systématique des cancers posent un problème de surdépistage des 
tumeurs.  
 
B. Le cancer du sein 
1. Epidémiologie 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme dans le monde avec une 
estimation de 1,38 million de nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en 2008 ce qui 
représente 23 % des cancers féminins, et le deuxième cancer le plus fréquent pour les deux 
sexes avec 10,9 % des cancers (Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2011). Il représente la 
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première cause de mortalité par cancer chez la femme dans le monde. Cependant même si le 
taux d’incidence a tendance à augmenter, la mortalité diminue dans le monde (Forouzanfar et 
al., 2011). Des études épidémiologiques du cancer du sein dans le monde ont permis de 
mettre en évidence des disparités géographiques. Les plus faibles taux d’incidence sont 
observés en Asie et en Afrique et les plus forts en Europe de l’ouest et en Amérique du Nord 
(Figure 1) (Ferlay et al., 2010; Forouzanfar et al., 2011). Il existe également des disparités 
entre pays développés et pays en cours de développement avec un risque plus important pour 
les pays développés (Jemal et al., 2011), l’exception étant le Japon.  
 
Figure 1 : Incidence du cancer du sein dans le monde.  
Incidence du cancer du sein estimée en 2008 dans le monde par 100 000 habitants. Source : Ferlay et al., 2010 
 
En France, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, où il représente 
33,4 % des nouveaux cancers diagnostiqués, et est la première cause de mortalité par cancer 
chez la femme (18,3 %) (« La situation du cancer en France en 2011 »). En 2011, on estime à 
près de 53 000 nouveaux cas de cancers du sein détectés et plus de 11 500 décès liés à ce 
cancer. Son incidence a augmenté de façon constante de 2,4 % par an pendant la période 
1980-2005 (Belot et al., 2008) alors que la mortalité par cancer du sein a diminué de 13 % 
entre 1994 et 2008 (Institut National du Cancer). Concernant l’évolution de l’incidence du 
cancer du sein, l’hypothèse retenue par le rapport 2011 « la situation du cancer en France » est 
une stabilisation de l’incidence entre 2005-2011, qui pourrait être liée à la diminution de la 
prescription des traitements hormonaux substitutifs de la ménopause. La mortalité devrait 
maintenir sa diminution sur la période 2005-2011. L’évolution du cancer du sein en France 
lors des 20 dernières années, avec une augmentation de l’incidence et une diminution de la 
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mortalité, pourrait être le reflet de l’amélioration des traitements ainsi que d’un diagnostic 
plus précoce lié au développement du dépistage.  
 
2. Facteurs de risque 
Les disparités géographiques de l’incidence du cancer du sein et l’exception du Japon 
pourraient s’expliquer par une différence culturelle de consommation alimentaire par rapport 
aux pays européens ou à l’Amérique du Nord. De plus, des études sur la migration des 
populations montrent que les migrants venant d’une région à faible incidence du cancer du 
sein vers une région à forte incidence acquièrent le taux d’incidence de la région d’accueil 
(Kaur, 2000; Tyczynski et al., 1994; Ziegler et al., 1993). Ces études ont permis de démontrer 
l’implication de facteurs environnementaux et nutritionnels comme facteurs de risque du 
cancer du sein. Le laboratoire Inserm U1069 « Nutrition Croissance et Cancer » s’intéresse 
plus particulièrement au rôle des acides gras polyinsaturés de la série n-3 dans le cancer du 
sein. Le laboratoire a mis en évidence un profil lipidique marqueur de la part nutritionnelle du 
risque de cancer du sein (Bougnoux et al., 2008). Il a également été démontré que la 
supplémentation en un acide gras polyinsaturé de la série n-3, l’acide docosahexaènoique 
(DHA,22 :6 n-3), augmente la survie de patientes traitées par chimiothérapie pour des cancers 
du sein métastasés (Bougnoux et al., 2009; Bougnoux et al., 2010). De même, l’obésité est 
associée à une augmentation d’environ 50 % du risque de cancer du sein chez les femmes 
ménopausées (Key et al., 2001; Wenten et al., 2002).  
Des facteurs hormonaux sont également impliqués dans le risque de survenue d’un cancer du 
sein. Sont associés à une augmentation du risque de cancer du sein : un âge précoce des 
premières menstruations, une ménopause tardive, l’utilisation de contraceptifs oraux et les 
traitements hormonaux substitutifs à la ménopause. En revanche les femmes multipares et 
ayant allaité ont un risque de survenue de cancer du sein diminué (Key et al., 2001). 
L’augmentation du risque de cancer du sein par l’obésité est probablement liée à un effet 
hormonal par augmentation de l’œstradiol ou à l’inflammation.  
L’implication de facteurs génétiques dans le cancer du sein a été mise en évidence par 
l’observation d’un risque plus élevé de cancer du sein chez une femme lorsque sa mère ou sa 
sœur a développé un cancer du sein. Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont les plus impliqués dans 
les facteurs héréditaires du cancer du sein. Ces gènes codent pour des protéines de réparation 
Revue bibliographique 
 
  
32 sur 337 
 
 
de l’ADN (breast cancer susceptibility protein). Des mutations dans ces gènes sont connues 
pour augmenter le risque de cancer du sein et de l’ovaire. Une femme porteuse d’une 
mutation sur BRCA1 ou BRCA2 possède un risque de 84 % de développer un cancer du sein 
avant l’âge de 70 ans, ce risque est de 6 % pour les hommes (Ford et al., 1998; Wolpert et al., 
2000). Ces mutations sont retrouvées dans 2 à 10 % des cancers du sein (Peto et al., 1999). 
Elles induisent une instabilité génomique due à une mauvaise réparation de l’ADN qui 
associée à un patrimoine génétique commun et des habitudes de vie identiques permettent 
d’expliquer le taux de cancer du sein chez les familles porteuses de mutations des gènes 
BRCA1 ou BRCA2. 
 
3. Le tissu mammaire normal et cancéreux 
Le tissu mammaire est composé de glandes mammaires sécrétrices de lait en période de 
lactation, de tissu adipeux et d’un tissu conjonctif. La glande mammaire est constituée de 
lobes et lobules séparés par du tissu conjonctif. Les alvéoles des lobules constituent la partie 
sécrétrice de la glande et sont drainées vers le mamelon par un réseau de canaux 
galactophores. La glande mammaire est entourée de tissu adipeux, d’un tissu conjonctif de 
soutien composé de fibroblastes et d’un réseau de collagène, de laminine et de 
glycosaminoglycanes. Des vaisseaux sanguins et lymphatiques sont également présents à 
proximité de la glande mammaire. Un réseau de canaux galactophores est présent chez les 
deux sexes mais ne se développe que chez les femmes lors de la puberté sous l’influence des 
hormones sexuelles.  
La glande mammaire est une structure qui évolue fortement au cours de la vie. Lors de la 
puberté, les œstrogènes et la progestérone augmentent la prolifération et la division 
dichotomique des canaux galactophores et forment des alvéoles primaires non matures. En 
dehors des périodes de gestation et d’allaitement, la glande mammaire n’a pas d’activité 
sécrétrice mais varie au cours de chaque cycle menstruel selon les concentrations en 
œstrogènes et progestérone. Pendant la grossesse le nombre et la taille des alvéoles sont 
augmentés puis la fonction sécrétrice de la glande mammaire s’active durant l’allaitement. 
Lors de la ménopause, les structures canalaires et alvéolaires involuent. La glande mammaire, 
du fait de son évolution constante, est composée de cellules possédant une grande activité de 
prolifération et de différenciation. Ces propriétés font de la glande mammaire une structure 
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sensible au processus de cancérisation. La présence de canaux galactophores primitifs chez les 
hommes les rend également susceptibles au cancer du sein, ils représentent environ 1 % des 
cancers du sein (Jemal et al., 2011).  
Il existe deux grands types de cancer du sein : le carcinome in situ ou le carcinome infiltrant 
pouvant être situés au niveau des canaux galactophores (carcinome intracanalaire) ou dans les 
alvéoles (carcinome intralobulaire). Le carcinome in situ se définit comme une prolifération 
épithéliale maligne qui n’envahit pas le tissu mammaire, la membrane basale entre les lobules 
est préservée contrairement au carcinome infiltrant. Le carcinome infiltrant évolue d’abord en 
infiltrant le tissu mammaire puis peut former des métastases par dissémination ganglionnaire. 
Le carcinome intracanalaire est le plus fréquent et représente environ 75 % des cancers du 
sein.  
Les campagnes de dépistage en France ont permis un diagnostic plus précoce des cancers du 
sein. Le diagnostic du cancer du sein est généralement effectué par une mammographie puis 
par analyse anatomo-pathologique d’une biopsie. La détection par immuno-histochimie des 
récepteurs hormonaux, récepteurs nucléaires aux œstrogènes de type ER et récepteurs 
nucléaires à la progestérone, détermine l’hormono-dépendance du cancer. Cette analyse 
permet donc de prédire la réponse d’un cancer à une hormonothérapie. La surexpression dans 
20 à 30 % des cancers du sein de l’oncogène codant pour la protéine HER2 (Human 
Epidermal Growth factor Receptor-2) est également utilisée pour prédire la réponse 
thérapeutique. Un anticorps monoclonal, le trastuzumab (Herceptin®, Roche), ayant obtenu 
son autorisation de mise sur le marché (AMM) en indication pour les cancers du sein 
métastatiques et en situation adjuvante, cible la protéine HER2. 
Actuellement, il existe une classification moléculaire des cancers du sein en fonction de 
l’expression des récepteurs hormonaux et de HER2. Cette classification a permis de séparer 
les cancers du sein en quatre groupes majeurs : luminal A, luminal B, HER2 et triple négatif 
(Perou et al., 2000; Weigelt et al., 2008). Les cancers de type luminal sont les formes les plus 
fréquentes de cancers du sein (80 %) et regroupent les cancers du sein exprimant des 
récepteurs aux œstrogènes (et peuvent également exprimer HER2). Ce groupe est séparé en 
deux sous-groupes selon l’expression de ces récepteurs : luminal A pour une expression forte 
et luminal B pour une expression plus faible des récepteurs aux œstrogènes. Parmi les cancers 
du sein n’exprimant pas de récepteurs aux œstrogènes (environ 20 % des cancers du sein), un 
groupe est constitué de cancers surexprimant la protéine HER2. Le dernier groupe des cancers 
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« triples négatifs » (ou basal-like) n’exprime ni les récepteurs aux œstrogènes ou à la 
progestérone, ni HER2 et constitue donc un groupe de cancers de mauvais pronostic puisque 
insensibles à l’hormonothérapie et au trastuzumab. Ces cancers, retrouvés surtout chez les 
femmes jeunes, sont très agressifs et présentent un taux de métastases élevé. Les cancers de 
type luminal A sont de bon pronostic alors que les trois autres groupes sont de moins bon 
pronostic (Sorlie et al., 2001). Cette classification moléculaire a permis de proposer deux 
voies de cancérogenèse mammaire, l’une aboutissant aux cancers n’exprimant pas de 
récepteurs aux œstrogènes et l’autre exprimant ces récepteurs (Sgroi, 2010). 
Les thérapies utilisées pour un cancer du sein sont en fonction des données biologiques et 
pronostiques la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie ou l’hormonothérapie (pour les 
cancers possédant des récepteurs hormonaux). L’hormonothérapie réduit la prolifération 
cellulaire en s’opposant à l’action stimulante des hormones. Des anti-aromatases peuvent être 
utilisées pour empêcher la synthèse d’œstrogènes à partir des androgènes. Ces anti-aromatases 
ont démontré un effet bénéfique sur la mortalité par cancer du sein (Group, 2005) (Early 
Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). Certains de ces traitements peuvent être 
utilisés simultanément. Selon les données du SERR (Surveillance Epidemiology and End 
Results), les patientes présentant une tumeur localisée ont un taux de survie à cinq ans de 
98 %. Le taux de survie diminue à 84 % pour un stade régional et chute à 24 % en présence de 
métastases. Les métastases sont en effet responsables de la plupart des décès par cancer du 
sein. C’est pourquoi il est essentiel de mieux comprendre les phénomènes conduisant à la 
formation des métastases et de pouvoir établir des cibles pronostiques ou thérapeutiques.  
 
C. Histoire naturelle du cancer 
Il existe au sein de l’organisme, une homéostasie très finement régulée entre prolifération et 
mort cellulaire. Le développement d’un cancer peut se définir comme une altération de cette 
homéostasie aboutissant à une prolifération cellulaire dérégulée. Loin du concept que la 
mutation d’un seul gène est responsable d’une pathologie, dans le cas des cancers, une 
multitude de gènes sont en cause et l’environnement peut également être impliqué. Un cancer 
se développe généralement en trois étapes : l’initiation, la promotion et la progression au 
cours desquelles la cellule cancéreuse acquière des modifications lui permettant de survivre et 
de proliférer de manière anarchique (Farber, 1984; Harris, 1991; Jakobisiak et al., 2003). Le 
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temps qui s’écoule entre ces trois étapes peut être très long et la possibilité de passer d’une 
étape à une autre est extrêmement faible et est le résultat non pas d’une seule mutation mais 
de plusieurs. Les carcinomes, cancer des tissus épithéliaux, seront utilisés comme exemple 
pour décrire les différentes étapes du développement d’une tumeur puisqu’ils sont les seuls à 
pouvoir évoluer de l’étape de cancer in situ à celle de cancer invasif en raison de leur 
séparation du tissu conjonctif par une lame basale. La plupart des cancers non épithéliaux sont 
invasifs d’emblée puisqu’il n’y a pas de lame basale à franchir. 
 
1. Les trois étapes de la formation d’un cancer 
a) Initiation 
Lors de l’étape d’initiation, des altérations de l’ADN apparaissent dans les cellules sous 
l’influence de carcinogènes et aboutissent à la formation de mutations. Des carcinogènes 
chimiques, physiques ou viraux sont présents partout dans l’environnement y compris dans 
l’alimentation et peuvent donner naissance à des altérations génétiques qui sont le plus 
souvent réparées par les systèmes de réparation de l’ADN. Certains agents protecteurs 
d’altérations peuvent être présents dans l’environnement ou produits dans les cellules tels que 
les systèmes de détoxification (antioxydants, superoxyde dismutase, catalase, glutathion 
peroxydase) qui permettent d’éliminer les espèces réactives de l’oxygène produites et 
responsables en grande partie des altérations de l’ADN induites par les carcinogènes. L’accès 
du carcinogène à l’ADN est également un facteur limitant le risque de cancer, en effet des 
enzymes peuvent métaboliser le carcinogène ou des protéines membranaires peuvent 
l’expulser hors de la cellule. Lorsque le carcinogène parvient à l’ADN et que l’altération n’est 
pas éliminée par les systèmes de réparation de l’ADN présents dans les cellules, elle aboutit à 
la formation d’une mutation qui, lorsqu’elle est située dans certains gènes clés peut donner 
naissance à une tumeur.  
Certain facteurs héréditaires peuvent favoriser l’initiation de la carcinogenèse. C’est le cas de 
l’altération du système de réparation de l’ADN par excision de nucléotides (ou Nucleotide-
excision repair NER) observée dans le xeroderma pigmentosum qui augmente 
significativement le risque de cancer (Kraemer et al., 1987). HER2, c-MYC (codant pour un 
facteur de transcription) ou encore RAS (codants pour des petites GTPase) sont des proto-
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oncogènes connus pour favoriser l’initiation des tumeurs. Les gènes suppresseurs de tumeur 
BRCA1, BRCA2 et TP53 sont impliqués dans de nombreux cancers.  
 
b) Promotion 
L’étape de promotion est caractérisée par l’expansion clonale d’une cellule initiée en présence 
d’un agent promoteur. Des mutations qui augmentent l’activité de proto-oncogènes ou 
diminuent celle de gènes suppresseurs de tumeur permettent de créer un avantage sélectif en 
faveur de la prolifération cellulaire soit en augmentant la prolifération soit en diminuant la 
mort cellulaire. Lors de cette étape de nouvelles mutations apparaissent et permettent la 
sélection de cellules pouvant proliférer en s’affranchissant des contraintes de l’environnement 
et ainsi aboutir à la formation d’une néoplasie qui n’est pas encore cancéreuse. Cette lésion 
peut régresser en absence de stimulation par l’agent promoteur. Il est proposé que 
l’environnement autour de la lésion (pauvre en oxygène et en nutriments du fait de l’absence 
de vascularisation) favorise la sélection de cellules capables de s’affranchir de ces conditions 
difficiles pour proliférer (Vincent and Gatenby, 2008). A la fin de l’étape d’initiation puis de 
promotion un déséquilibre homéostasique se crée en faveur d’une prolifération cellulaire 
accrue.  
 
c) Progression 
La transformation de la lésion néoplasique en cancer apparaît lors de la dernière étape de 
progression. De nouvelles modifications génétiques permettent aux cellules d’acquérir des 
propriétés de malignité. Le cancer in situ se développe et devient détectable à partir de 109 
cellules. La tumeur envahit alors l’organe dans lequel elle est implantée perturbant son 
fonctionnement. Elle peut stimuler l’angiogenèse afin de lui apporter des éléments nutritifs 
par la circulation sanguine. Les cellules peuvent également mettre en place des moyens 
d’échappement aux systèmes qui normalement détectent et éliminent les cellules cancéreuses. 
L’acquisition des propriétés de migration et de dégradation de la matrice extracellulaire 
permet à certaines cellules de s’échapper de la tumeur primaire pour envahir de nouveaux 
tissus via la circulation. Le cancer devient invasif et des métastases peuvent alors se 
développer (Figure 2).  
Revue bibliographique 
 
  
37 sur 337 
 
 
 
Figure 2 : Schéma illustrant les étapes de la cancérisation.  
Illustration réalisée grâce à Servier Medical Art 
 
2. Propriétés acquises par les cellules cancéreuses 
Le phénomène de cancérisation est un phénomène complexe qui implique de nombreux 
changements génétiques. Ces modifications génétiques sont acquises progressivement aux 
cours des trois étapes de la cancérisation pour aboutir à la transformation de cellules normales 
en cellules cancéreuses hautement invasives. Chacune de ces modifications permet de créer 
un avantage sélectif et la progression de la cancérisation. Il a été proposé de simplifier ces 
phénomènes en regroupant les changements acquis par les cellules cancéreuses en dix grandes 
« signatures » (Hanahan and Weinberg, 2000). Ce modèle a permis de mettre en évidence huit 
caractéristiques des cellules cancéreuses : l’auto-suffisance en facteurs de croissance, 
l’insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, l’échappement à l’apoptose, une réplication 
illimitée, l’angiogenèse, l’invasion des tissus, le métabolisme et l’échappement du système 
immunitaire ainsi que deux facteurs favorisants l’acquisition de ces propriétés, l’instabilité 
génomique et le rôle du système immunitaire (Figure 3).  
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Figure 3 : Les dix caractéristiques des cellules cancéreuses. 
Modifié d’après Hanahan and Weinberg, 2011
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protéine du rétinoblastome est classé parmi les gènes suppresseurs de tumeur. Alors que la 
protéine du rétinoblastome transduit des signaux anti-prolifératifs extracellulaires, la protéine 
p53 peut ralentir la prolifération cellulaire à partir de signaux intracellulaires. Les cellules 
cancéreuses peuvent également favoriser des voies de prolifération cellulaire par une 
diminution de facteurs induisant la différenciation cellulaire ou par une altération du 
mécanisme d’inhibition de croissance lors de contacts cellulaires. 
L’échappement des cellules cancéreuses au processus de mort cellulaire tels que l’apoptose ou 
l’autophagie est un autre élément essentiel de la cancérisation. Cette acquisition de 
l’insensibilité à la mort cellulaire peut s’effectuer par des altérations des systèmes de détection 
des anomalies ou dans le mécanisme propre de la mort cellulaire (pour l’apoptose : 
cytochrome c, caspases…). L’un des rôles de la protéine p53, dont le gène fait partie des 
gènes suppresseurs de tumeur, est d’augmenter l’expression de facteurs pro-apoptotiques en 
réponse à un dommage sur l’ADN (Junttila and Evan, 2009). Sa mutation retrouvée dans de 
nombreux cancers permet aux cellules de ne pas être entraînées vers les voies menant à 
l’apoptose. L’oncogène BCL-2 codant pour une protéine ayant un rôle anti-apoptotique en 
empêchant le relargage du cytochrome c par les mitochondries est lui aussi impliqué dans le 
phénomène d’échappement à l’apoptose (Vaux et al., 1988). Au contraire de l’apoptose et de 
l’autophagie, la mort cellulaire par nécrose peut avoir un effet bénéfique sur la croissance 
tumorale en libérant des composants cellulaires dans l’environnement extracellulaire 
permettant de recruter des cellules inflammatoires qui peuvent favoriser la croissance des 
tumeurs. Le phénomène de mort cellulaire en réponse à des signaux intracellulaires ou 
extracellulaires est un des moyens par lequel une pression de sélection s’effectue sur les 
cellules cancéreuses, les cellules résistantes pourront survivre alors que les autres seront 
éliminées.  
L’augmentation de la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses n’est pas le seul élément 
nécessaire à la formation d’une tumeur. Les cellules cancéreuses doivent également aboutir au 
phénomène d’immortalisation sans lequel après un certain nombre de division les cellules 
seront touchées par le phénomène de sénescence puis de mort. Pour cela, les cellules 
cancéreuses doivent maintenir leurs télomères (Raynaud et al., 2010). Une surexpression de la 
télomérase est observée dans de nombreux cancers. 
Les cellules cancéreuses ont également besoin de l’oxygène et des nutriments apportés par la 
circulation sanguine. Les cellules cancéreuses, dès les premières étapes de la cancérogenèse 
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sont capables de réguler des signaux anti-angiogéniques et pro-angiogéniques pour induire la 
formation de nouveaux vaisseaux et alimenter la tumeur (Hanahan and Folkman, 1996). 
Certains oncogènes comme RAS ou c-MYC sont capables d’augmenter l’expression de 
facteurs pro-angiogéniques. 
Lorsque les nutriments et la place sont limités, les cellules cancéreuses doivent posséder des 
mécanismes leur permettant d’envahir le tissu avoisinant puis de circuler par voie sanguine ou 
lymphatique pour coloniser de nouveaux tissus et former des métastases. Les modifications 
des interactions entre cellules par les protéines d’adhésion cellulaire (CAM pour Cell 
Adhesion Molecules) ou des interactions avec la matrice extracellulaire par les intégrines 
permettent aux cellules de se détacher de l’environnement tumoral. L’envahissement des 
tissus puis la formation de métastases nécessitent l’acquisition de propriétés d’invasivité qui 
permettent aux cellules cancéreuses de se déplacer et de dégrader la matrice extracellulaire 
(cf. paragraphe I.E Formation des métastases). 
Récemment, ces six propriétés ont été complétées par deux nouvelles caractéristiques : le 
métabolisme des cellules cancéreuses et la capacité à éviter la destruction par le système 
immunitaire ainsi que deux nouvelles propriétés qui favorisent l’établissement des huit 
autres : l’instabilité génomique et l’importance de l’inflammation (Hanahan and Weinberg, 
2011). 
Parmi les deux nouvelles caractéristiques qui ont émergé au cours de ces dix dernières années, 
la description du métabolisme particulier des cellules tumorales, pourtant connu depuis 
longtemps, a ouvert de nouvelles pistes pour le traitement des cancers mais reste encore à 
étudier plus en détail. Les cellules cancéreuses utilisent majoritairement un métabolisme de 
glycolyse aérobie qui est favorable à la production des molécules nécessaires à la haute 
demande énergétique des cellules en prolifération (cf. paragraphe I.F Métabolisme des 
cellules cancéreuses). La dernière capacité acquise par les cellules cancéreuses est la 
possibilité d’échapper au système immunitaire. La démonstration d’une immunité anti-
tumorale et des mécanismes de défense des cellules cancéreuses reste à clarifier.  
Une grande partie des capacités décrites ci-dessus font intervenir des mutations génétiques, or 
la fréquence de mutation est relativement faible et de nombreux systèmes de réparations sont 
capables de corriger les erreurs. Les cellules cancéreuses ont acquis une instabilité génomique 
par des altérations dans un ou plusieurs systèmes de réparation de l’ADN ou dans les 
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systèmes de détection des anomalies permettant l’apparition de mutations. Tout comme 
l’instabilité génomique, le système immunitaire favorise le développement des tumeurs. Le 
système immunitaire possède un rôle paradoxal dans le développement des tumeurs. Il 
possède à la fois un rôle de défense anti-tumoral (comme la détection des agents infectieux 
par l’immunité innée) mais aussi une activité pro-tumorale (cf. paragraphe I.E.3.b Rôle du 
système immunitaire). Ce double rôle du système immunitaire dans le développement tumoral 
par des mécanismes d’immunité anti-tumorale ou par des mécanismes favorisants la 
progression tumorale est un nouveau champ à exploiter pour permettre de mieux comprendre 
les mécanismes de la croissance tumorale.  
 
D. Histoire naturelle du cancer du sein 
Deux théories s’affrontent pour décrire le développement du cancer du sein. La première 
théorie défendue par Halsted jusque dans les années 60 fait du cancer du sein une maladie 
locale avec une extension possible (Halsted, 1907). Elle est basée sur une description des 
différentes étapes du cancer du sein qui se produisent les unes après les autres. Une tumeur est 
formée par prolifération anarchique de cellules des canaux galactophores ou des cellules 
lobulaires. La tumeur évolue vers les ganglions puis des métastases se forment. Le traitement 
basé sur cette théorie était donc un traitement local par exérèse chirurgicale de la glande 
mammaire avec les muscles pectoraux et les ganglions axillaires, sus-claviculaires et 
mammaires internes. Selon l’hypothèse, cette chirurgie radicale et très mutilante permettait en 
retirant entièrement le sein de contrôler le développement du cancer. 
Cette théorie est remise en question par l’observation de l’échec des chirurgies radicales 
indiquant que le cancer du sein n’est pas une maladie locale. Cette nouvelle théorie défendue 
par Fisher (Fisher et al., 1985) fait du cancer du sein une maladie générale avec une 
dissémination précoce des métastases. Elle est supportée par l’observation d’un taux de survie 
identique entre une chirurgie radicale et une chirurgie de la masse tumorale associée à une 
radiothérapie. De plus il a été démontré que l’exérèse de la tumeur primaire augmente la 
croissance des cellules métastatiques résiduelles (Fisher et al., 1983; Fisher et al., 1989). A 
partir de ces observations, les chimiothérapies néo-adjuvantes (avant traitement chirurgical) 
ont été développées afin de réduire la taille de la tumeur et ainsi éviter une chirurgie trop 
mutilante.  
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Un cancer du sein se développe au niveau des cellules des canaux galactophores ou des 
lobules par des lésions précancéreuses qui conduisent à une hyperplasie simple puis plus 
importante. L’apparition d’anomalies cytologiques conduit à la formation d’un cancer in situ 
sans rupture de la membrane basale. Enfin le cancer in situ peut devenir invasif quand la 
rupture de la membrane basale permet le passage de cellules cancéreuses vers la circulation 
lymphatique ou sanguine et la formation de métastases. L’évolution du cancer du sein dans le 
temps est très variable. En général il se passe un temps très long entre les premières lésions 
précancéreuses et la formation du cancer in situ détectable cliniquement. La mise en évidence 
de métastases pour des cancers du sein à des stades peu avancés a permis de démontrer 
l’existence d’une dissémination précoce des cancers du sein. L’apparition des métastases est 
proportionnelle à la taille de la tumeur primaire bien que la dissémination métastatique puisse 
commencer avant que la tumeur ne soit détectable. Toute la difficulté de la prise en charge 
actuelle est de détecter suffisamment tôt le cancer du sein pour minimiser les risques de 
récidives métastatique. En effet une grande partie des récidives sont dues à des métastases, 
elles-mêmes responsables de la majorité des décès. Des cellules souches cancéreuses ont été 
identifiées dans le cancer du sein et pourraient être à l’origine de ces récidives (Al-Hajj et al., 
2003). Les sites de métastases les plus retrouvés dans le cancer du sein sont le foie, le poumon 
et l’os. Les divers groupes de cancers présentent des sites préférentiels de développement de 
métastases différents. Ainsi, les cancers du sein triples négatifs forment préférentiellement des 
métastases cérébrales et pulmonaires (Smid et al., 2008). 
 
E. Formation des métastases 
Malgré une diminution générale de la mortalité par cancer depuis les années 1980 dans le 
monde, celle-ci reste très élevée et est le plus souvent une conséquence de la formation des 
métastases. Alors que la tumeur primaire peut être retirée par chirurgie, les métastases 
constituent la cause majeure des échecs thérapeutiques. Les efforts thérapeutiques se sont 
initialement concentrés sur le traitement de la tumeur primaire pour diminuer sa croissance 
mais depuis peu l’amélioration des traitements a permis, grâce à une détection précoce des 
cancers, une meilleure prévention du développement métastatique. Toutes les étapes 
moléculaires permettant à une cellule cancéreuse de s’échapper de la tumeur primaire, 
d’atteindre la circulation et de se développer dans un nouveau tissu ou organe ne sont pas 
entièrement connues et de nombreuses questions se posent telles que : Quelles sont les 
Revue bibliographique 
 
  
43 sur 337 
 
 
cellules capables de former des métastases ? Quand et pourquoi sont-elles capables de 
s’échapper de la tumeur primaire ? Comment peuvent-elles survivre dans la circulation et 
dans d’autres organes ? Pourquoi ont-elles des sites préférentiels de métastase ? Une meilleure 
compréhension de ces mécanismes permettrait le développement de nouveaux outils 
diagnostiques ainsi que de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement du cancer. 
 
1. Etapes de la formation des métastases 
Les deux théories établies pour décrire le développement du cancer du sein peuvent être de 
manière générale adaptées à l’ensemble des cancers. De la même manière, deux théories 
principales s’affrontent pour expliquer la formation de métastases (Klein, 2009). La première 
est un modèle de progression linéaire basé sur les observations de Leslie Foulds dans les 
années 50 d’une progression par étapes du cancer (Foulds, 1954). L’autre théorie est un 
modèle de progression en parallèle des métastases avec la tumeur primaire. Selon ce modèle, 
la formation des métastases n’est pas la dernière étape de la progression tumorale mais peut 
s’effectuer précocement. Les cellules métastatiques peuvent se développer dans différents 
organes où par pression de sélection elles peuvent acquérir des altérations génétiques 
favorables à leur croissance dans ce tissu et donc présenter des différences avec les cellules de 
la tumeur primaire (Collins et al., 1956). L’analyse des cinétiques de croissance des tumeurs, 
des anomalies détectées dans les cellules de la tumeur primaire et dans les cellules 
métastatiques ainsi que des arguments pour la formation directe de métastases à partir de la 
tumeur primaire et non à partir d’autres métastases a mis en évidence de nombreux éléments 
en faveur de la théorie de progression en parallèle (Klein, 2009). 
De par le caractère très hétérogène des cellules cancéreuses d’une tumeur, certaines cellules 
sont capables de réaliser quelques étapes de la progression métastatique mais pas toutes. Seule 
une très petite proportion de cellules peut effectuer toutes les étapes pour aboutir à la 
formation de métastases. La formation de métastases est un phénomène complexe et long où 
chacune des étapes peut être limitante et implique l’acquisition de nouvelles propriétés par les 
cellules cancéreuses mais aussi la réponse de l’environnement. L’apparition de métastases 
dépend de l’invasion des tissus entourant la tumeur, de l’entrée des cellules cancéreuses dans 
la circulation sanguine ou lymphatique, de leur survie dans la circulation, de la sortie des 
vaisseaux et de la colonisation d’un nouveau tissu (Figure 4) (Steeg, 2006). 
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peut s’effectuer au cours du processus métastasique. En effet, l’étude de l’instabilité génétique 
entre des cellules fortement métastatiques, faiblement métastatiques ou non métastatiques a 
montré que les cellules hautement métastatiques ont un taux de mutations beaucoup plus élevé 
que les autres (Cifone and Fidler, 1981). Cependant, l’acquisition des propriétés permettant 
aux cellules cancéreuses de former des métastases au cours des étapes de la dissémination ou 
la présence de ces propriétés très tôt dans la tumeur primaire sont encore sujets à débats.  
Depuis quelques années, de nombreuses études ont porté sur l’origine des cellules capables de 
former des métastases et ont fait émerger le concept de cellules souches cancéreuses. Ce 
concept, initialement développé dans le cadre de cancers hématologiques, a été transposé aux 
autres cancers. Les cellules souches cancéreuses sont définies comme des cellules ayant la 
capacité de former une nouvelle tumeur ayant les mêmes caractéristiques que la tumeur 
d’origine quand elles sont injectées en faible nombre à des souris immuno-déficientes 
(Lapidot et al., 1994). Ces cellules présentent des caractéristiques proches des cellules 
souches normales. Il est proposé que ces cellules soient résistantes aux traitements 
anticancéreux actuels et soient à l’origine des rechutes. Des cellules souches cancéreuses ont 
été identifiées dans différents types de cancers dont le cancer du sein (Al-Hajj et al., 2003). 
L’existence des cellules souches cancéreuses ainsi que leur origine est encore un sujet de 
débat et leur caractérisation est en cours d’étude (Gupta et al., 2009).  
Récemment de nombreuses études ont porté sur l’implication d’une transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) qui pourrait expliquer le phénomène de dissémination précoce. La 
transition épithélio-mésenchymateuse est un phénomène réversible qui permet l’acquisition de 
propriétés de migration et d’invasion de type mésenchymateux par les cellules épithéliales et 
est sous la dépendance de facteurs de transcription (Yang et al., 2006; Yang and Weinberg, 
2008; Yilmaz and Christofori, 2009).  
La première étape nécessaire à la dissémination métastatique est la perte des adhérences entre 
cellules et entre cellules et environnement extracellulaire. L’adhésion des cellules cancéreuses 
à la matrice extracellulaire est principalement effectuée par des intégrines, protéines 
transmembranaires capables de transmettre des signaux vers la cellule ou vers le milieu 
extracellulaire. Les intégrines des cellules non cancéreuses peuvent être échangées contre des 
intégrines se fixant sur des produits de dégradation de la matrice extracellulaire (Guo and 
Giancotti, 2004). Lors de l’invasion, une modification de l’expression des cadhérines, 
permettant l’adhésion entre cellules, s’effectue. La E-cadhérine qui permet l’adhésion entre 
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les cellules est remplacée par la N-cadhérine qui est normalement exprimée dans les cellules 
mésenchymateuses et permet la fixation au stroma (Cavallaro and Christofori, 2004). Ces 
modifications des molécules d’adhésion favorisent le processus d’invasion en permettant le 
détachement des cellules cancéreuses. Les cellules doivent également recruter des protéases 
capables de dégrader la matrice extracellulaire, autorisant ainsi leur migration vers les 
vaisseaux. 
La dissémination de cellules cancéreuses dans la circulation sanguine est un événement 
retrouvé chez environ 30 % des patients sans métastases détectables par un marquage de 
cellules épithéliales dans la moelle osseuse. Il s’agit d’un élément de mauvais pronostic 
(Pantel et al., 1999; Schlimok et al., 1987). Les cellules cancéreuses sont capables de passer à 
travers la paroi vasculaire pour rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique. Certaines 
peuvent survivre en suspension dans ce nouvel environnement (inhibition de l’anoïkis) et 
sortir de la circulation puis atteindre les tissus environnants (Brooks et al., 2010). Toutes ces 
cellules ne seront pas capables de développer des métastases car elles devront acquérir, 
souvent après un état de dormance, des propriétés leur permettant de survivre et de proliférer 
dans un nouveau tissu hôte. L’observation de cellules de mélanome injectées dans la veine 
porte du foie de souris a permis une meilleur compréhension du phénomène de 
développement des métastases et a mis en évidence le rôle du microenvironnement (Luzzi et 
al., 1998). Dans cette étude, 80 % des cellules injectées survivent dans la circulation sanguine 
du foie et sortent de la circulation trois jours après injection, parmi lesquelles seulement une 
cellule sur 40 forme des micrométastases et seulement une micrométastases sur 100 continue 
à proliférer pour former une macrométastase treize jours après l’injection. Une forte 
proportion de cellules est capable de survivre dans le foie dans un état de dormance et a été 
retrouvée dans de nombreux types de cancers (Aguirre-Ghiso, 2007; Almog, 2010; Townson 
and Chambers, 2006). Des clones sont ainsi sélectionnés pour être adaptés à des conditions 
autres que celles de la tumeur primaire. Ces cellules dormantes sont faiblement prolifératives 
et pour cela échappent aux traitements et lorsqu’elles sont stimulées pour proliférer peuvent 
être responsables de récidives. Il est également observé que l’ablation chirurgical de la tumeur 
primaire peut stimuler la sortie de l’état de dormance des cellules disséminées et ainsi induire 
la formation de métastases (Demicheli et al., 2008; Fisher et al., 1983; Fisher et al., 1989). Le 
microenvironnement joue un rôle majeur dans le développement de la prolifération des 
cellules dormantes. 
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2. Migration et invasivité des cellules cancéreuses 
L’étape de dissémination des cellules cancéreuses de la tumeur primaire dépend de leurs 
propriétés de migration et de leur capacité à dégrader la matrice extracellulaire. L’ensemble 
de ces deux propriétés définit « l’invasivité ». Les cellules doivent mettre en place des 
mécanismes similaires à ceux utilisés par les cellules non cancéreuses lors de la cicatrisation 
ou de la circulation des cellules immunitaires pour franchir la lame basale et la matrice 
extracellulaire qui est une barrière à leur mobilité. La migration des cellules cancéreuses est 
un phénomène dynamique et implique des interactions avec la matrice extracellulaire, la 
modification de la forme de la cellule et la génération d’une force permettant de déplacer le 
corps cellulaire (Friedl and Alexander, 2011). Les cellules peuvent migrer de manière 
individuelle lorsqu’il n’y a pas de jonction entre cellules ou de manière collective en présence 
d’adhésion cellule-cellule. Le mécanisme de migration individuelle peut être décomposé en 
cinq étapes (Friedl and Alexander, 2011) : lors de la première étape, la polymérisation de 
l’actine permet de polariser le cytosquelette et de former une protrusion de type pseudopode à 
l’avant de la cellule. Ensuite cette protrusion à l’avant de la cellule développe des adhésions 
avec la matrice extracellulaire et forme des plaques d’adhésion focale afin de coupler les 
signaux du microenvironnement au cytosquelette de la cellule. Le recrutement et la sécrétion 
de protéases permet de dégrader la matrice extracellulaire et de créer un espace dans la 
matrice extracellulaire autorisant le passage du corps cellulaire. La contraction du complexe 
actine-myosine permet de générer une force dans la cellule nécessaire à son déplacement. 
Enfin, cette contraction est accompagnée de la rétractation de l’arrière de la cellule et du 
recyclage des molécules d’adhésion. Dans le cas d’une migration collective, les cellules de la 
partie avant du groupement cellulaire effectuent les cinq étapes de la migration individuelle. 
Elles forment par dégradation protéolytique un espace où la barrière formée par la matrice 
extracellulaire est rompue ce qui permet aux cellules suivantes d’élargir cet espace et de se 
déplacer à travers. Dans cette migration collective, les cellules établissent des connexions leur 
permettant de développer des mécanismes coordonnés pour une migration efficace (Friedl and 
Alexander, 2011).  
Il existe deux types de migration, la migration de type amiboïde et la migration 
mésenchymateuse. La migration amiboïde est une migration utilisant moins l’adhésion avec la 
matrice que la migration mésenchymateuse. Les cellules adoptent une morphologie ronde et 
très déformable qui permet par des cycles d’expansion et de contraction de s’insinuer au 
travers des espaces vides de la matrice extracellulaire sans utiliser la dégradation 
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protéolytique. Les cellules cancéreuses à migration amiboïdes sont le plus souvent d’origine 
hématopoïétique ou neuroectodermique (Friedl and Wolf, 2003). Au contraire de la migration 
amiboïde, la migration mésenchymateuse fait intervenir des zones d’adhésion et utilise une 
dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire. Les cellules utilisant une migration 
mésenchymateuse ont une forme allongée de type fibroblaste et laissent après leur passage 
une zone où la matrice extracellulaire est dégradée. Ce type de migration est retrouvé dans les 
sarcomes et les cancers épithéliaux différenciés (Friedl and Wolf, 2003). La vitesse de 
migration mésenchymateuse est limitée par le recyclage des molécules d’adhésion, il existe 
donc une relation inverse entre la force de l’adhésion focale et la vitesse de migration. Pour la 
migration amiboïde le facteur limitant est la taille du noyau qui est très rigide et ne peut pas se 
déformer. La vitesse moyenne de migration mésenchymateuse est de 0,1 à 1 µm / min. La 
migration amiboïde qui ne nécessite pas d’adhésion peut s’effectuer à une vitesse plus rapide 
de 0,1 à 20 µm / min (Friedl and Wolf, 2003). 
Afin d’interagir avec la matrice extracellulaire et de transmettre vers la cellule des signaux 
provenant de la matrice, les cellules développent des protrusions d’actine variées en terme de 
composition et de dynamique telles que les lamellipodes, les pseudopodes, les filopodes, ou 
les invadopodes (Ridley, 2011; Wolf and Friedl, 2009). La formation de ces structures dépend 
de la matrice et de l’environnement extracellulaire. Les cellules dans un environnement en 
deux dimensions (comme lorsque les cellules cancéreuses adhèrent à un vaisseau) forment à 
leur bord avant un lamellipode qui définit un front de migration. Des filopodes peuvent se 
développer sur le coté des cellules et le long des lamellipodes. Ces protrusions sont courtes et 
d’une dynamique rapide permettant de « sentir » le microenvironnement. Lorsque les cellules 
sont dans un environnement en trois dimensions, elles forment dans la direction du 
mouvement des pseudopodes qui ont une activité de traction. Les invadopodes sont des 
structures riches en F-actine capables de dégrader la matrice extracellulaire. Ils sont retrouvés 
sur la face ventrale des cellules cancéreuses invasives cultivées in vitro sur une matrice en 
deux dimensions. Leur existence dans un environnement en trois dimensions et in vivo est en 
cours d’étude (Linder et al., 2011; Saltel et al., 2011; Yu and Machesky, 2012). 
La régulation de l’invasivité des cellules cancéreuses implique l’organisation du 
cytosquelette, la capacité à dégrader la matrice extracellulaire et les adhésions entre cellules et 
entre les cellules et la matrice extracellulaire. L’activation de l’invasion peut être régulée par 
des facteurs présents dans l’environnement et libérés par la protéolyse de la matrice 
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extracellulaire ou sécrétés par les cellules cancéreuses telles que des chimiokines, des 
cytokines ou des facteurs de croissance (Friedl and Wolf, 2003,2010; Friedl and Alexander, 
2011). Les cellules cancéreuses sont connues pour s’adapter à l’environnement, par 
conséquent elles peuvent passer d’un type de migration à l’autre en modifiant l’adhésion entre 
cellules ou avec l’environnement, la force générée via le cytosquelette ou la protéolyse de la 
matrice extracellulaire (Friedl and Wolf, 2003). Cette adaptation des cellules cancéreuses 
pourrait expliquer l’échec actuel des essais cliniques de molécules inhibitrices de protéases 
dans le traitement du cancer (Overall and Kleifeld, 2006).  
Des techniques plus ou moins sophistiquées ont été développées afin d’étudier in vitro le 
phénomène d’invasivité cellulaire (Schoumacher et al., 2011). La migration cellulaire peut 
être évaluée par le passage des cellules à travers un filtre possédant des pores de 8 µm alors 
que pour la détermination de l’invasivité cellulaire, ce même filtre peut être recouvert d’une 
fine couche mimant la matrice extracellulaire (par exemple du Matrigel™). Les cellules 
doivent d’abord dégrader le Matrigel™ avant de traverser les pores. La culture de cellules sur 
une fine couche de gélatine ou de Matrigel™ permet l’étude de la dégradation d’une matrice 
extracellulaire et des invadopodes. Récemment une méthode de culture de cellules sur des 
membranes basales natives de péritoine de rat permet de s’approcher au plus près de la 
structure de l’environnement extracellulaire (Hotary et al., 2006; Schoumacher et al., 2010). 
Des modèles de culture de cellules en trois dimensions sont de plus en plus utilisés afin de 
représenter au mieux l’environnement d’une tumeur. 
 
3. Acteurs de l’invasion et rôle du microenvironnement 
Les cellules cancéreuses sont entourées d’un environnement tumoral composé d’une matrice 
extracellulaire et de cellules stromales telles que des cellules endothéliales, des fibroblastes, 
des cellules immunitaires ou encore des adipocytes. Elles sont continuellement en contact 
avec l’environnement tumoral avec lequel elles établissent des communications étroites et des 
échanges.  
a) Sites préférentiels de développement des métastases 
Il est connu depuis longtemps que certaines tumeurs primaires sont associées à des organes 
spécifiques où se développent des métastases. Les cancers du sein forment le plus souvent des 
métastases dans les os, le foie et les poumons alors que les cancers de la prostate métastasent 
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principalement dans les os. Cette observation a conduit le chirurgien anglais Stephen Paget à 
émettre l’hypothèse « Seed and soil » : il s’agit d’une préférence d’organe pour la formation 
des métastases en fonction de la tumeur primaire et d’une interaction favorable entre une 
cellule cancéreuse métastatique et un environnement (Paget, 1989). Paget représente les 
métastases comme une graine (seed) qui doit pour se développer être plantée dans une terre 
(soil) favorable. L’environnement tumoral joue donc un rôle majeur dans le développement 
des tumeurs et des métastases. 
Les cancers du sein et de la prostate métastasent fortement au niveau des os. Alors que les 
métastases de cancers de la prostate sont plutôt ostéoblastiques et stimulent la formation d’os 
par les ostéoblastes, les métastases du cancer du sein sont principalement ostéoclastiques en 
stimulant la dégradation de l’os par les ostéoclastes. Les cellules cancéreuses présentes dans 
le microenvironnement osseux produisent la protéine PTHrP (Parathyroid hormone-related 
protein) qui induit la résorption de l’os par les ostéoclastes. La dégradation de l’os libère des 
facteurs de croissances tels que le TGF-β (Transforming growth factor β) ou l’IGF1 (insulin-
like growth factor 1) qui stimulent la prolifération des cellules cancéreuses. La production 
plus importante de PTHrP par les cellules cancéreuses conduit à l’établissement d’une boucle 
de stimulation entre le microenvironnement osseux et les cellules cancéreuses (Mundy, 2002). 
Récemment, le concept de niche pré-métastatique a émergé. Dans ce modèle, la sécrétion de 
facteurs tels que SDF1 (Stromal cell-derived factor-1), le TNF-α (Tumor Necrosis Factor α), 
le VEGF-A (Vascular endothelial growth factor A) ou le PlGF (Placental growth factor) par 
les cellules cancéreuses permet la sécrétion de molécules induisant le recrutement de cellules 
dérivées de la moelle osseuse dont des cellules progénitrices hématopoïétiques et des cellules 
myéloïdes qui sont impliquées dans la formation de la niche pré-métastatique. Les cellules 
cancéreuses métastatiques viennent alors coloniser la niche précédemment formée (Kaplan et 
al., 2005; Peinado et al., 2011) 
 
b) Rôle du système immunitaire 
Une étude génomique a permis de démontrer que 510 gènes étaient exprimés différemment 
entre le centre de la tumeur et le bord invasif. Parmi ces gènes 75 % sont surexprimés dans le 
bord de la tumeur dont des gènes impliqués dans l’invasion et dans l’inflammation (Hlubek et 
al., 2007). Cette étude suggère que les cellules de la périphérie de la tumeur recrutent, par des 
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signaux inflammatoires, les cellules immunitaires qui, stimulées par les cellules cancéreuses, 
peuvent induire l’expression de gènes nécessaires à l’invasivité des cellules cancéreuses. Le 
système immunitaire possède un rôle paradoxal dans le développement des tumeurs. Bien 
qu’il ait pour but premier de détecter et de détruire les éléments étrangers de l’organisme, 
l’infiltration des tumeurs par des macrophages est un signe de mauvais pronostic et d’une 
progression rapide des tumeurs (Talmadge, 2011). En effet, il est connu que lors du 
phénomène de cicatrisation, les macrophages et les neutrophiles expriment des facteurs pro-
angiogéniques, des facteurs de croissance et des protéases. Ce phénomène s’il est mis en place 
dans les tumeurs pourrait expliquer l’effet bénéfique du système immunitaire sur la croissance 
tumorale. Il a été démontré que les cellules immunitaires permettaient de favoriser la 
progression tumorale en apportant aux cellules cancéreuses des facteurs de croissance, des 
facteurs de survie limitant la mort cellulaire, des facteurs pro-angiogéniques et des enzymes 
nécessaires à l’angiogenèse et à l’invasivité (Grivennikov et al., 2010; Karnoub and 
Weinberg, 2006; Qian and Pollard, 2010). Par exemple les macrophages expriment le facteur 
de croissance épidermique (epidermal growth factor EGF) qui stimule l’invasivité de cellules 
cancéreuses mammaires. Le facteur stimulant les colonies 1 (colony stimulating factor 1 CSF-
1) sécrété par les cellules cancéreuses augmente l’expression d’EGF par les macrophages 
induisant ainsi la mise en place d’une boucle favorable à l’invasivité des cellules cancéreuses 
(Goswami et al., 2005). De telles coopérations entre cellules de l’environnement et cellules 
cancéreuses sont retrouvées dans les sites de formation des métastases et pourraient contribuer 
à la formation des métastases dans des sites spécifiques. Les cellules cancéreuses mammaires 
expriment le récepteur de chimiokine CXCR4 et son ligand CXCL12 (SDF1) est exprimé 
dans les organes où les cellules cancéreuses mammaires métastasent préférentiellement. La 
fixation de CXCL12 sur le récepteur CXCR4 induit des voies de signalisation favorisant 
l’invasion et la formation des métastases (Muller et al., 2001).  
 
c) Rôle des communications avec le microenvironnement 
Les protéines de la matrice extracellulaire peuvent transmettre des signaux vers les cellules 
grâce aux intégrines présentes à leurs surfaces. Les intégrines sont des récepteurs 
transmembranaires composés de chaînes α et β qui servent de lien entre le cytosquelette et des 
ligands extracellulaires de la matrice extracellulaire. Chaque type d’intégrine interagit avec un 
ligand de la matrice extracellulaire qui après connexion au cytosquelette par des molécules 
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adaptatrices telles que la talin ou la paxillin stimule des voies de signalisation de la FAK 
(Focal adhesion kinase), des kinases de la famille src ou encore des petites GTPases Rho et 
Rac pour réguler la prolifération, la migration et l’invasivité des cellules cancéreuses (Guo 
and Giancotti, 2004). Les composants de la matrice extracellulaire peuvent également être 
reliés au cytosquelette via CD44 (le récepteur de l’acide hyaluronique), le discoidin domain 
récepteur DDR1 et DDR2 ou des protéoglycanes tels que le syndecan, le glypican et la 
neuropilin. Tous ces systèmes participent à l’adhésion des cellules à la matrice extracellulaire 
et convergent vers des voies de signalisation responsables de la transmission du signal 
extracellulaire vers la cellule (Friedl and Alexander, 2011). 
 
d) Rôle des protéases 
L’expression de nombreuses protéases est augmentée dans les cellules cancéreuses afin de 
participer au phénomène d’invasion de la matrice extracellulaire. Les métalloprotéinases 
matricielles (MMP), les ADAM (A Disintegrin and metalloproteinase), les protéases à sérine, 
les cathepsines à cystéine et à aspartate ainsi que l’activateur du plasminogène de type 
urokinase (uPA) et son récepteur (uPAR) sont les principales protéases impliquées dans la 
dégradation de la matrice extracellulaire (Blasi and Sidenius, 2010; Kessenbrock et al., 2010; 
Mohamed and Sloane, 2006). Parmi les protéases les plus étudiées, les métalloprotéinases 
matricielles sont des endopeptidases dépendantes du zinc capables de cliver tous les 
composants de la matrice extracellulaire. Ces protéases sont surtout synthétisées par les 
cellules stromales. Toutes les MMP sont synthétisées sous forme de zymogènes inactifs 
contenant un pro-domaine. Leur activation nécessite une délocalisation physique du pro-
domaine du site catalytique par un clivage protéolytique par d’autres protéases (Birkedal-
Hansen et al., 1993; Ra and Parks, 2007). Les MMP sont généralement sécrétées dans le 
milieu extracellulaire où elles sont activées pour dégrader la matrice extracellulaire. Certaines 
MMP sont associées à la membrane plasmique (MT-MMP) où elles dégradent la matrice 
extracellulaire d’une manière plus localisée que les MMP sécrétées et peuvent participer à 
l’activation de MMP solubles. Les cathepsines sont également des protéases fortement 
impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Elles sont séparées en trois 
groupes en fonction de l’acide aminé présent dans leur site actif : cystéine, aspartyl et sérine. 
Les cathepsines sont localisées dans les lysosomes et les endosomes où le milieu acide est 
favorable à leur activité, elles peuvent également être sécrétées dans l’environnement 
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extracellulaire (Brix et al., 2008). Toutes ces protéases peuvent être sécrétées par les cellules 
cancéreuses, être présentes à leur surface ou provenir des cellules stromales comme les 
macrophages ou les fibroblastes (Mason and Joyce, 2011). Elles contribuent à l’augmentation 
de l’invasivité par plusieurs mécanismes (Egeblad and Werb, 2002; Mason and Joyce, 2011):  
 La dégradation de la matrice extracellulaire permet son remodelage, nécessaire à la 
migration des cellules cancéreuses. 
 La protéolyse de la matrice extracellulaire induit la libération de facteurs de croissance 
ou de chimiokines présents dans la matrice mais également de molécules ou de 
fragments de matrice ayant un rôle de régulation de l’adhésion ou de l’invasion.  
 Leur activité de protéolyse est impliquée dans l’inhibition ou l’activation d’autres 
protéines telles que l’activation d’autres protéases, de facteurs de croissance, de 
récepteurs ou de protéines membranaires. Les protéases peuvent également moduler 
des facteurs anti et pro-angiogéniques, la balance entre ces deux types de facteurs 
déterminant l’extension de l’angiogenèse. 
Du fait des multiples rôles des protéases dans la dégradation protéolytique de la matrice 
extracellulaire, celles-ci ne sont pas seulement impliquées dans l’invasivité des cellules 
cancéreuses mais également dans la croissance tumorale (via l’activation ou la libération 
de facteurs de croissance ou de signaux pro ou anti-apoptotiques) ou dans l’angiogenèse.  
La dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire est un phénomène complexe qui 
implique de multiples voies de régulation entre protéases et entre inhibiteurs endogènes, 
permettant d’activer de nombreuses protéases en cascade (Mason and Joyce, 2011). 
 
e) Rigidité de la matrice extracellulaire et rôle des invadopodes 
Les mécanismes de migration cellulaire et d’invasivité dépendent non seulement des 
propriétés des cellules cancéreuses mais aussi de la structure de la matrice extracellulaire. La 
forte densité des réseaux de fibres ou au contraire un réseau lâche, l’orientation des fibres, la 
composition de la matrice ou encore la rigidité de la matrice sont autant de paramètres qui 
peuvent influer sur les modes de migration des cellules cancéreuses et leur invasivité (Friedl 
and Wolf, 2010). Ainsi, dans le cancer du sein, une corrélation a été mise en évidence entre la 
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densité du tissu mammaire et l’augmentation du risque de cancer (Boyd et al., 2005). Il est 
également démontré que les tissus cancéreux sont plus rigides que les tissus normaux (Paszek 
et al., 2005; Samani et al., 2007). De plus, l’augmentation de l’expression du collagène dans 
un modèle de cancer du sein chez la souris favorise la formation de tumeurs, l’invasivité et 
l’apparition de métastases (Provenzano et al., 2008). 
Les cellules cancéreuses sont capables de former, lorsqu’elles sont au contact d’un substrat en 
deux dimensions, des invadopodes sur leur face ventrale. Ces structures sont riches en F-
actine et sont spécialisées dans la dégradation de la matrice extracellulaire ce qui les distingue 
des autres structures d’adhésion. Les invadopodes ont été initialement décrits dans des 
fibroblastes transformés par le virus de Rous (David-Pfeuty and Singer, 1980; Tarone et al., 
1985), puis des structures similaires nommées podosomes ont été décrites dans des cellules 
normales connues pour remodeler l’environnement extracellulaire telles que les ostéoclastes 
(Oreffo et al., 1988; Zambonin-Zallone et al., 1988), les macrophages (Linder et al., 1999; 
Messier et al., 1993), les cellules dendritiques (Binks et al., 1998; Burns et al., 2001), les 
cellules endothéliales (Moreau et al., 2003) et les cellules musculaires lisses (Burgstaller and 
Gimona, 2005). Bien que ces structures partagent avec les invadopodes leurs propriétés de 
dégradation de la matrice extracellulaire et leur composition riche en F-actine ils diffèrent en 
terme de composition, de taille ou encore de durée de vie (Artym et al., 2011; Buccione et al., 
2004; Linder, 2009; Weaver, 2006). Il n’existe pas de marqueurs précis des invadopodes, ils 
sont caractérisés par des zones riches en actine ou en protéines associées et par la dégradation 
de la matrice extracellulaire. Ils sont riches en intégrines et sont capables de sécréter des 
protéases solubles ou d’apporter des protéases membranaires sur une zone précise permettant 
une dégradation focalisée de la matrice extracellulaire. La revue du paragraphe II.D décrit 
l’influence du pH et des régulateurs du pH sur les invadopodes et les podosomes. 
Il a récemment été démontré que la rigidité de la matrice extracellulaire augmente le nombre 
et l’activité des invadopodes d’une manière dépendante des protéines responsables de la 
détection d’un signal mécanique (Alexander et al., 2008). Il a été observé une localisation des 
formes actives de ces protéines détectrices FAK et p130Cas dans les invadopodes ayant une 
activité de dégradation intense, et une augmentation de la dégradation associée aux 
invadopodes lorsqu’elles sont surexprimées (Alexander et al., 2008; Parekh and Weaver, 
2009). Ces résultats, complétés par l’analyse de la rigidité de différents substrats et de la 
fonction de dégradation des invadopodes (Parekh et al., 2011) permettent de mettre en 
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évidence l’importance de la rigidité du microenvironnement et le rôle de mécano-senseurs des 
invadopodes. Les propriétés physico-chimiques de la matrice extracellulaire sont donc 
capables de moduler l’activité de structures spécialisées dans la dégradation de la matrice 
extracellulaire et de favoriser l’invasivité des cellules cancéreuses. Ceci corrobore 
l’observation de la corrélation entre densité du tissu mammaire et risque de cancer du sein. 
Les podosomes, structures proches des invadopodes présents dans les cellules normales, sont 
également sensibles à la rigidité de la matrice extracellulaire (Collin et al., 2006; Collin et al., 
2008).  
Ces différentes études mettent en évidence le rôle majeur du microenvironnement dans 
l’agressivité des cellules cancéreuses et dans la formation des métastases. Ces paramètres 
permettent de favoriser ou non la dissémination des cellules cancéreuses mais également de 
déterminer le mode de migration utilisé. Le choix du substrat utilisé pour mimer la matrice 
extracellulaire in vitro est donc d’une grande importance pour reproduire au mieux les 
propriétés de l’environnement tumoral. 
 
F. Métabolisme des cellules cancéreuses 
Les cellules cancéreuses ont besoin de produire l’énergie nécessaire à leur survie mais 
également des intermédiaires pour les synthèses des molécules nécessaires à leur prolifération 
accrue. D’une manière générale, le métabolisme énergétique des sucres s’effectue soit par la 
glycolyse suivie par la réduction du pyruvate en lactate soit par un couplage entre glycolyse et 
phosphorylations oxydatives dans la mitochondrie.  
La glycolyse est une voie du catabolisme permettant à partir de 10 réactions enzymatiques, 
qui se déroulent dans le cytoplasme des cellules, la dégradation du glucose en pyruvate. Ces 
réactions utilisent une molécule de glucose, deux ATP (adénosine 5’-triphosphate) et 2 
coenzymes oxydés NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide) pour former 2 molécules de 
pyruvate, 4 ATP et 2 coenzymes réduits NADH, H+. L’équation globale des réactions aboutit 
à la formation de 2 pyruvates, 2 ATP et 2 coenzymes NADH, H+. Le cycle de Krebs permet 
l’oxydation du pyruvate en 8 étapes par les enzymes mitochondriales après transport du 
pyruvate dans la mitochondrie puis transformation en acétylCoA par la pyruvate 
déshydrogénase (PDH). L’oxydation du pyruvate par le cycle de Krebs permet la formation 
de coenzymes réduits soit pour une molécule de pyruvate : 3 CO2, 4 NADH, H+, 1 FADH2 
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(Flavine adénine dinucléotide) et 1 GTP (guanosine triphosphate). L’ensemble des coenzymes 
réduits au cours de la dégradation du glucose seront utilisés et régénérés par la chaîne de 
transport des électrons de la chaîne respiratoire mitochondriale jusqu’à la réduction d’oxygène 
en eau. Le transport des électrons s’accompagne de la formation d’un gradient de protons 
dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie dont l’énergie servira à la formation 
d’ATP par une ATP synthase. L’oxydation complète d’une molécule de glucose par le 
couplage entre la glycolyse et les phosphorylations oxydatives de la chaîne mitochondriale 
utilise 6 H2O et 12 coenzymes oxydés pour former 6 CO2 (dioxyde de carbone) avec un bilan 
énergétique pour un glucose de 38 ATP. Le système de phosphorylations oxydatives dépend 
de la présence de coenzymes et ne peut s’effectuer qu’en présence d’oxygène.  
En hypoxie, la limitation d’oxygène comme accepteur final de la chaîne respiratoire 
mitochondriale ralenti fortement les phosphorylations oxydatives. Au lieu de servir de 
substrat au cycle de Krebs, le pyruvate est transformé en lactate par la lactate déshydrogénase 
(LDH) selon l’équation suivante : pyruvate + NADH + H+ ↔ lactate + NAD+. L’oxydation du 
glucose par la glycolyse anaérobie aboutit à la formation de 2 lactates avec un rendement 
énergétique de 2 ATP. Elle permet également la régénération de NAD+ nécessaire à la 
glycolyse. Le métabolisme énergétique est finement régulé en présence d’oxygène par un 
rétrocontrôle négatif des enzymes de la glycolyse par les métabolites énergétiques dont 
l’ATP, le glucose-6-phosphate ou le citrate (Porporato et al., 2011). Cette régulation appelée 
effet Pasteur permet d’accélérer le flux glycolytique lorsque la phosphorylation oxydative 
diminue (quand l’oxygène diminue) et inversement de diminuer le flux glycolytique en 
présence d’oxygène et donc d’améliorer le couplage entre glycolyse et phosphorylations 
oxydatives qui est plus favorable énergétiquement pour la majorité des cellules différenciées 
(Racker, 1974).  
 
Métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses 
Afin de s’adapter à leur environnement hypoxique et face à une demande d’énergie nécessaire 
à la prolifération cellulaire, les cellules cancéreuses ont un métabolisme énergétique 
glycolytique non couplé aux phosphorylations oxydatives. Contrairement aux cellules non 
cancéreuses, la glycolyse est la source principale d’énergie dans les cellules cancéreuses. La 
persistance du métabolisme glycolytique même en présence d’oxygène appelée glycolyse 
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aérobie ou effet Warburg est une des caractéristiques majeures des cellules cancéreuses 
(Hanahan and Weinberg, 2011). L’observation d’une production de lactate par les cellules 
cancéreuses à permis à Otto Warburg (prix Nobel de physiologie et médecine en 1931 pour 
ses travaux sur les enzymes de la respiration) d’émettre l’hypothèse qu’un cancer pourrait être 
dû à une altération du fonctionnement des mitochondries conduisant à la mise en place d’un 
métabolisme glycolytique (Warburg, 1956). Bien que l’effet Warburg ait été démontré de 
nombreuses fois, l’hypothèse n’a pu être vérifiée. Le développement de l’imagerie de l’entrée 
de glucose dans les tumeurs par tomographie par émission de positons (PET) à l’aide d’un 
traceur analogue du glucose, le 18-fluorodésoxyglucose (FDG-PET), a permis de montrer la 
forte consommation de glucose dans les tumeurs comparées aux tissus normaux (Gambhir, 
2002; Hawkins and Phelps, 1988; Weber et al., 1999). Cette technique a permis de développer 
un outil diagnostic très sensible pour identifier les tumeurs et les métastases. De même, il a 
été retrouvé dans plusieurs types de cancers une production plus élevée de lactate dans les 
tumeurs ayant formé des métastases par rapport aux tumeurs sans dissémination métastatique 
(Schwickert et al., 1995; Walenta et al., 1997; Walenta et al., 2000). Ces deux marqueurs, 
consommation de glucose et production de lactate sont corrélés aux chances de survie des 
patients. Une forte consommation de glucose est un facteur de mauvais pronostic (Lopez-Rios 
et al., 2007; Mankoff et al., 2007) de même qu’une concentration de lactate élevée dans les 
tumeurs (Brizel et al., 2001; Quennet et al., 2006; Walenta et al., 1997; Walenta et al., 2004). 
Les mesures de lactate ne sont pas encore utilisées en clinique mais elles devraient permettre 
le développement d’outils diagnostiques et pronostiques prometteurs. 
 
Pourquoi les cellules cancéreuses développent un métabolisme glycolytique ? 
Cette préférence des cellules cancéreuses pour un métabolisme glycolytique est contraire à ce 
que pourraient prédire les rendements en ATP entre glycolyse et phosphorylations oxydatives 
avec un rendement 19 fois plus important pour les phosphorylations oxydatives. Les 
contraintes énergétiques des cellules cancéreuses sont telles qu’elles doivent produire assez 
d’énergie pour survivre en présence de nutriments limités et produire également assez 
d’intermédiaires métaboliques pour les voies de synthèses des acides gras, acides aminés et 
acides nucléiques nécessaires à leur prolifération.  
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Dans les cellules normales différenciées, la demande en carbone et en énergie est plus faible 
comparée aux cellules en prolifération. En présence d’oxygène, les cellules différenciées 
utilisent les phosphorylations oxydatives comme source principale d’énergie, le lactate est 
seulement produit en absence d’oxygène. Les cellules en prolifération ainsi que les cellules 
cancéreuses ayant une forte prolifération utilisent un métabolisme glycolytique et produisent 
du lactate avec ou sans oxygène ce qui leur confèrent un avantage favorable pour leur 
croissance (Vander Heiden et al., 2009). Par exemple dans les lymphocytes (Wang et al., 
1976) et les thymocytes (Brand and Hermfisse, 1997) la forte demande en acides nucléiques 
pour la synthèse d’ADN lors des phases S, G2 et M du cycle cellulaire est apportée par une 
diminution de l’activité mitochondriale et la mise en place d’un métabolisme de glycolyse 
aérobie. Le métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses permet aux carbohydrates 
d’être redirigés vers les voies de synthèses des biomolécules et donc de favoriser la 
prolifération cellulaire et la croissance des tumeurs. A partir des carbohydrates produits par la 
glycolyse, la voie des pentoses phosphates permet la synthèse des acides nucléiques et la 
production de NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate). Le pyruvate permet 
de fournir des substrats pour la voie de synthèse de l’alanine et les intermédiaires du cycle de 
Krebs sont exportés de la mitochondrie vers le cytosol pour intervenir dans la synthèse des 
lipides et des acides aminés (Dhup et al., 2012; Vander Heiden et al., 2009). L’autre source 
d’énergie et de carbone des cellules cancéreuses en plus du glucose est la glutamine qui est 
fortement consommée par les cellules cancéreuses. Il a été proposé que le glucose soit 
principalement utilisé pour la synthèse des lipides et des nucléotides alors que la glutamine 
sert de substrat au cycle de Krebs pour la production d’acides aminés et de l’azote nécessaires 
aux cycles purine et pyrimidine des acides nucléiques (DeBerardinis et al., 2007). 
 Récemment, a émergé un nouveau modèle dans lequel la production de lactate est également 
utilisée pour établir une symbiose entre deux types de cellules cancéreuses, les cellules 
glycolytiques et les cellules oxydatives. Dans ce modèle, le lactate produit par les cellules 
glycolytiques, hypoxiques au centre de la tumeur, ou par les cellules du stroma, est transporté 
par des transporteurs proton-lactate (monocarboxylates transporteurs MCT) vers les cellules 
oxygénées situées à proximité des vaisseaux afin d’y être utilisé comme substrat du cycle de 
Krebs après transformation en pyruvate par la lactate déshydrogénase (Bonuccelli et al., 2010; 
Feron, 2009; Martinez-Outschoorn et al., 2011; Sonveaux et al., 2008; Whitaker-Menezes et 
al., 2011). La préférence des cellules oxydatives pour utiliser le lactate au lieu du glucose 
permet la diffusion du glucose jusqu’aux cellules glycolytiques qui assureront la conversion 
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en lactate (Figure 5). Ce phénomène de symbiose énergétique entre deux cellules n’est pas 
seulement restreint aux cellules cancéreuses mais existe aussi dans les muscles (Brooks, 
2000), et entre les astrocytes et les neurones (Pellerin, 2003). Le lactate peut également être 
recyclé par le cycle de Cori dans le foie ou servir de messager vers les autres cellules. Le 
cycle de Cori permet de transformer le lactate circulant dans le sang en glucose par la 
néoglucogenèse, glucose qui peut repasser dans la circulation sanguine et de nouveau 
alimenter les tissus, dont la tumeur (Cori, 1981).  
 
Figure 5 : Modèle de symbiose entre cellules cancéreuses glycolytiques et oxydatives.  
D’après Dhup et al., 2012. 
 
Comment le métabolisme glycolytique se met en place dans les cellules cancéreuses ? 
Lors des premières descriptions du métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses, cette 
dérégulation du métabolisme comparée aux cellules non cancéreuses était expliquée par la 
sélection des cellules glycolytiques par l’environnement hypoxique de la tumeur. Or, des 
cellules glycolytiques sont retrouvées dans des cellules leucémiques (Elstrom et al., 2004) ou 
dans des cellules cancéreuses pulmonaires oxygénées (Nolop et al., 1987). Le métabolisme 
glycolytique, apparaît alors comme un caractère des cellules cancéreuses lié à l’activation 
d’oncogènes ou à l’inhibition de gènes suppresseurs de tumeurs. La mise en place de la 
glycolyse aérobie est un phénomène complexe encore mal compris qui fait intervenir de 
nombreuses voies de régulation qui peuvent se croiser.  
Une récente étude a montré une augmentation de l’expression des principales protéines du 
métabolisme glycolytique dans les cellules cancéreuses (Lu et al., 2007). Un des responsables 
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majeurs de l’établissement du métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses est le facteur 
de transcription HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1α) qui dans les cellules cancéreuses est 
activé soit par l’environnement hypoxique soit par une mutation directe ou une mutation dans 
les voies le rendant constitutivement actif. HIF-1α est capable d’activer la transcription de 
gènes, via des éléments de réponse à l’hypoxie, codant pour des enzymes du métabolisme 
(Porporato et al., 2011; Semenza, 1996; Tennant et al., 2009) telles que la lactate 
déshydrogénase A (LDHA) (Semenza et al., 1996), la pyruvate déshydrogénase kinase 1 
(PDK1) qui empêche l’entrée du pyruvate dans la mitochondrie via une inhibition de la 
Pyruvate déshydrogénase (PDH, transforme le lactate en acétylCoA) (Kim et al., 2006; 
Papandreou et al., 2006), l’hexokinase II (Yasuda et al., 2004) ainsi que GLUT1 qui 
augmente l’entrée du glucose dans les cellules (Chen et al., 2001). Les effets de HIF-1α 
conduisent à une augmentation de la disponibilité du glucose et à une accélération du flux 
glycolytique. Le facteur de transcription HIF-1α est également impliqué dans la transcription 
de gènes de la vascularisation, de la migration, de la survie, de la croissance et de la 
régulation du pH (Semenza, 2003). En présence d’oxygène et de 2-oxoglutarate, la prolyl 
hydroxylase PHD2 considérée comme un senseur d’O2 induit la dégradation de HIF-1α par le 
protéasome. En absence d’oxygène la PHD2 n’est pas active ce qui permet la stabilisation de 
HIF-1α. Le pyruvate issu de la conversion du lactate peut entrer en compétition avec le 
2-oxoglutarate et conduire à l’inhibition de la PHD2 qui induit la stabilisation de HIF-1α 
même en présence d’oxygène (Lu et al., 2002; Lu et al., 2005a). Cette voie induit une boucle 
de régulation favorable à la mise en place d’un métabolisme glycolytique. En plus de HIF-1α, 
les voies de signalisation de c-myc, AMPK (5' AMP-activated protein kinase), p53, ou encore 
mTOR (mammalian target of rapamycin) sont capables d’accélérer le flux glycolytique 
(Porporato et al., 2011). Des facteurs de croissance sont également impliqués dans la 
régulation de l’activité d’enzymes de la glycolyse telle que la pyruvate kinase M2 (PKM2) 
(Christofk et al., 2008a; Christofk et al., 2008b). Des mutations sur des gènes codants pour 
des enzymes du cycle de Krebs comme par exemple pour la succinate déshydrogénase et la 
fumarate hydratase (Baysal, 2003; Pollard et al., 2003) ou encore l’isocitrate déshydrogénase 
(Parsons et al., 2008) ou des altérations du fonctionnement mitochondrial (Ortega et al., 
2009) sont également retrouvées. 
La glycolyse aérobie aboutit à la formation de lactate comme produit final. Il ne doit pas être 
seulement considéré comme un déchet de la glycolyse, il a également un rôle d’intermédiaire 
de signalisation qui lui permet d’avoir un rôle majeur dans les phénomènes liés aux propriétés 
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des cellules cancéreuses (Dhup et al., 2012). L’ajout de 20 mM de lactate pendant 6h dans le 
milieu de culture de myocytes L6 induit la transcription de 673 gènes et la diminution de la 
transcription de seulement 3 gènes (Hashimoto et al., 2007). Parmi les gènes transcrits 
plusieurs groupes ont été mis en évidence dont des gènes codant pour des protéines du 
métabolisme et des mitochondries, des protéines de l’activation de la transcription et de la 
transduction du signal, des transporteurs, du stress oxydant, de l’apoptose, de la croissance 
cellulaire et de la signalisation calcique. Enfin le lactate est capable de servir de substrat pour 
le métabolisme des cellules cancéreuses oxydatives (Sonveaux et al., 2008) et de stimuler 
l’angiogenèse (Vegran et al., 2011). Afin de stimuler l’angiogenèse, le lactate entre dans les 
cellules endothéliales à l’aide d’un transporteur MCT1 et stimule la voie NF-κB qui induit 
l’augmentation de transcription de plusieurs gènes dont celui de la cytokine IL-8 favorisant la 
migration des cellules endothéliales et la formation de tubes (Vegran et al., 2011). Le lactate 
peut également inhiber la réponse du système immunitaire (Fischer et al., 2007). 
L’utilisation de molécules antidiabétiques ciblant le métabolisme du glucose, telle que la 
metformine, montre un bénéfice en terme de prévention du cancer et une augmentation de la 
survie (Gallagher and LeRoith, 2011). Une meilleure compréhension des mécanismes 
associés à la dérégulation du métabolisme dans les cellules cancéreuses et à sa place dans le 
métabolisme de l’organisme entier permettrait le développement de nouvelles stratégies 
thérapeutiques basées sur ces principes. Enfin, une meilleure prise en charge de la cachexie 
associée au cancer (qui peut être expliquée par un excès de consommation de glucose par les 
tumeurs) pourrait être assurée. Certains composés sont en cours d’essais cliniques telles que 
des molécules ciblant les transporteurs du glucose, la LDH, la pyruvate déshydrogénase 
kinase (PDK), le transporteur MCT1, les facteurs de transcription HIF-1α et c-myc ainsi que 
la kinase AMPK (5' AMP-activated protein kinase ) (Porporato et al., 2011).  
L’acide lactique est exporté en dehors de la cellule pour éviter une acidification intracellulaire 
et la mort de la cellule. La production et l’export de lactate est telle que la concentration en 
lactate dans les tumeurs peut atteindre 40 mM avec un niveau moyen de 10 mM (Brizel et al., 
2001; Walenta and Mueller-Klieser, 2004). L’acide lactique étant dissocié dans 
l’environnement tumoral est considéré comme une source importante de l’acidification du 
milieu tumoral qui est un avantage pour l’invasivité des cellules. 
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II. Régulation du pH des cellules cancéreuses 
Il est connu depuis de nombreuses années que l’environnement extracellulaire des tumeurs est 
particulièrement riche en protons d’où son pH acide. Les différents acides métaboliques 
produits par les cellules cancéreuses sont expulsés hors des cellules et sont responsables de 
l’acidification du milieu extracellulaire (pHe) accompagnée d’une alcalinisation du milieu 
intracellulaire (pHi). Ce gradient de pH anormal retrouvé dans les cellules cancéreuses est 
favorable à leur fonctionnement, incluant la prolifération et la dissémination métastatique.  
 
A. pH des cellules cancéreuses 
Dans les cellules normales différenciées, le pH intracellulaire est généralement compris entre 
6,9 et 7,2 et le pH extracellulaire entre 7,2 et 7,4. Des études d’imagerie par résonance 
magnétique nucléaire ont permis de mesurer le pH extracellulaire de tumeurs et de déterminer 
qu’il est compris entre 6,2 et 6,8 alors que le pH intracellulaire des cellules cancéreuses se 
situe entre 7,2 et 7,7 (Cardone et al., 2005b; Gallagher et al., 2008; Gillies et al., 2002). Les 
cellules cancéreuses présentent donc un gradient de pH inverse par rapport aux cellules non 
cancéreuses : leur milieu intracellulaire est plus alcalin et leur environnement extracellulaire 
est plus acide. Une forte production de protons et leur exportation vers l’environnement 
extracellulaire sont responsables de l’établissement de ce gradient de pH des cellules 
cancéreuses.  
La production de lactate par le métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses est connue 
pour être un des responsables majeurs de la forte production de protons des cellules 
cancéreuses. Il a été démontré qu’une hyperglycémie expérimentale induit une acidification 
du microenvironnement tumoral (Dellian et al., 1996; Jahde and Rajewsky, 1982; Volk et al., 
1993) accompagnée d’une augmentation de la concentration en lactate dans la tumeur, reflet 
du métabolisme glycolytique (Jain et al., 1984). De plus, la production de protons est plus 
importante et le pH plus acide dans des cellules cancéreuses possédant un métabolisme de 
glycolyse aérobie comparée à celles utilisant les phosphorylations oxydatives (Schornack and 
Gillies, 2003). Le métabolisme glycolytique et la production d’acide lactique par les cellules 
cancéreuses semblent donc importants pour la mise en place d’un microenvironnement acide 
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mais ce n’est pas la seule source de protons. En effet, des tumeurs murines dérivées de 
cellules déficientes pour la lactate déshydrogénase (LDH) ou pour le transport de glucose et la 
phosphoglucose isomérase développent un microenvironnement tumoral acide (Newell et al., 
1993; Yamagata et al., 1998). De plus, une restriction du flux sanguin de la tumeur dans un 
modèle d’ischémie-reperfusion stoppe la production de lactate mais le microenvironnement 
continue à s’acidifier (Parkins et al., 1997). Des études utilisant des cellules sélectionnées 
pour être déficientes en transport de glucose et en phosphoglucose isomérase, ont permis de 
proposer le CO2 comme autre source d’acidité dans les tumeurs (Helmlinger et al., 2002). 
L’acide carbonique H2CO3 également produit au cours du métabolisme énergétique peut, 
associé aux anhydrases carboniques, être une source d’acidité pour l’environnement 
extracellulaire. Afin de lutter contre cette production de protons par le métabolisme, les 
cellules cancéreuses ont développé des mécanismes permettant l’efflux de protons ou leur 
neutralisation par l’entrée d’ions bicarbonates. Ces mécanismes sont alors responsables d’une 
alcalinisation intracellulaire et d’une acidification extracellulaire. 
Le mécanisme par lequel ce gradient inverse de pH apparaît dans les cellules cancéreuses 
n’est pas totalement élucidé. Il a été observé que la transformation de cellules non-
cancéreuses par l’expression d’oncogènes induit une augmentation du pH intracellulaire 
(Hagag et al., 1987; Kaplan and Boron, 1994; Ober and Pardee, 1987; Siczkowski et al., 
1994). Ces études démontrent une relation entre transformation et régulation du pH mais le 
rôle du pH dans les phénomènes de transformation n’est pas clairement établi : s’agit-il d’une 
étape de la transformation ou une conséquence de cette transformation ? L’étude du 
déroulement des étapes de la transformation dans un modèle d’expression d’un oncogène 
inductible a permis de démontrer que l’alcalinisation intracellulaire était un événement 
précoce de la transformation cellulaire (Reshkin et al., 2000b). Dans ce modèle, l’inhibition 
de l’alcalinisation intracellulaire induite par la transformation empêche l’apparition d’un 
phénotype de transformation en inhibant l’augmentation de la prolifération cellulaire, la 
croissance indépendante du sérum, la croissance indépendante de l’adhésion, et le 
métabolisme glycolytique.  
Il existe à la fois un gradient de pH au sein de la tumeur mais aussi au niveau d’une cellule 
unique observée in vitro. Plus la distance avec la circulation sanguine augmente, plus le pH de 
l’environnement tumoral diminue ce qui correspond aux zones hypoxiques de la tumeur 
(Figure 6) (Helmlinger et al., 1997). De plus, un gradient de pH est observé dans des cellules 
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en migration et est nécessaire à leur déplacement. En effet, le pH extracellulaire est plus faible 
au niveau du bord avant qu’à l’arrière des cellules (Stock et al., 2007; Stuwe et al., 2007). 
Réciproquement le pH intracellulaire est plus alcalin au niveau du bord avant des cellules 
(Martin et al., 2011). Ces études ont été confirmées par l’observation de l’absence de gradient 
de pH extracellulaire lorsque le glycocalyx, recouvrant les cellules est détruit (Krahling et al., 
2009). Ces résultats suggèrent que le gradient de pH établit dans l’environnement 
extracellulaire à la surface des cellules grâce au glycocalyx est nécessaire à la migration des 
cellules cancéreuses. Il a également été observé un pHi plus alcalin dans les invadopodes 
comparé au reste du cytoplasme, ce gradient étant nécessaire à la maturation des invadopodes 
(Magalhaes et al., 2011). L’observation de ces gradients de pH dans les tumeurs et dans les 
cellules cancéreuses met en évidence une régulation fine de l’efflux de protons dans les 
cellules cancéreuses et l’existence de micro-domaines de pH associés à des fonctions précises 
telles que la migration ou l’invasivité.  
 
Figure 6 : Gradient de pH extracellulaire dans les tumeurs. 
A. Le pH extracellulaire diminue lorsque la distance des vaisseaux sanguins augmente, la même relation est 
observée pour la pression partielle en oxygène (pO2). B. Gradient de pH dans une tumeur. d’après Gatenby and 
Gillies, 2004. 
 
Bien que l’effet des protons sur l’activité de nombreuses protéines, et particulièrement les 
enzymes, soit bien connu, le concept de « senseurs de pH » a récemment émergé (Casey et al., 
2010; Srivastava et al., 2007; Tresguerres et al., 2010). Plusieurs systèmes ont été mis en 
évidence comme des récepteurs couplés aux protéines G ayant une activité modifiée par des 
variations de pH extracellulaire (pH senseur) tels que OGR1 (ovarian cancer G-protein-
coupled receptor) et GPR4 (G-protein coupled receptor 4) (Ludwig et al., 2003) ou des 
canaux sensibles aux protons ASIC (Acid-sensing ion channels) (Wang and Xu, 2011). De 
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tels systèmes permettraient aux cellules cancéreuses de s’adapter aux variations de pH et de 
développer des voies de signalisation et des mécanismes leur permettant de survivre aux 
changements de pH intracellulaire et extracellulaire. Un de ces mécanismes est l’activation de 
l’échangeur Na+/H+ (NHE1) par les protons intracellulaires permettant à l’échangeur 
d’expulser les protons en excès lors d’une acidification intracellulaire (Aronson et al., 1982; 
Paris and Pouyssegur, 1984).  Certaines protéines sensibles au pH sont impliquées dans 
diverses propriétés des cellules cancéreuses telles que Bax dans l’apoptose (Khaled et al., 
1999), la cofiline dans la migration cellulaire (Frantz et al., 2008) ou la phosphofructokinase 1 
(PFK1) dans le métabolisme glycolytique (Trivedi and Danforth, 1966). 
 
B. Rôle du pH des cellules cancéreuses 
Le milieu intracellulaire alcalin et l’environnement extracellulaire acide des cellules 
cancéreuses sont favorables à la croissance tumorale et au développement de métastases par 
de nombreux mécanismes.  
 
1. Rôle du pH intracellulaire 
La démonstration du rôle du pH intracellulaire dans la prolifération cellulaire a été faite lors 
d’une acidification intracellulaire de 7,1 à 4,8. Suite à cette acidification intracellulaire, moins 
de 0,1 % des cellules survivent après 30 minutes (Pouyssegur et al., 1984). Ces études ont été 
précisées dans des cellules cancéreuses où un pHi inférieur à 6, diminue la survie des cellules 
(Rotin et al., 1987). Ceci démontrant l’effet toxique d’un pH intracellulaire acide. Le pH 
intracellulaire alcalin des cellules cancéreuses est donc favorable à leur prolifération et à leur 
survie en réduisant l’apoptose associée à l’acidification intracellulaire (Lagadic-Gossmann et 
al., 2004; Matsuyama et al., 2000). L’alcalinisation intracellulaire favorise également la 
glycolyse en augmentant l’activité d’enzymes de la glycolyse et de la néoglucogenèse (Dietl 
et al., 2010; Kuwata et al., 1991; Peak et al., 1992). Le métabolisme glycolytique des cellules 
cancéreuses produit une grande quantité d’acides (lactiques et carboniques) capables 
d’augmenter la glycolyse et donc d’aboutir à une boucle stimulant la glycolyse pour produire 
encore plus de protons. La cofiline, protéine jouant un rôle dans la dynamique de 
polymérisation et de dépolymérisation de l’actine, présente une activité augmentée à pHi 
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alcalin (Frantz et al., 2008). Une autre protéine de liaison à l’actine et régulatrice de la 
formation des filaments d’actine, la gelsoline, présente une activité augmentée à pHi acide 
(Lamb et al., 1993). L’observation d’un gradient de pH intracellulaire dans les cellules 
cancéreuses a permis de proposer que les protéines de liaison à l’actine actives à pH alcalin 
(telles que la cofiline), régulent la polymérisation de l’actine au bord avant des cellules et que 
celles qui sont actives à pH acide (telles que la gelsoline) régulent le recyclage de l’actine à 
l’arrière des cellules. Ceci participerait ainsi à la migration des cellules cancéreuses (Stock 
and Schwab, 2009). De plus, il a été montré que l’activation de la petite GTPase CDC42, par 
la fixation de GTP par une GEF (guanine nucleotide exchange factor) est un mécanisme 
dépendant d’un pH intracellulaire alcalin et que cette activation est nécessaire à la polarité et à 
la migration cellulaire (Frantz et al., 2007). 
 
2. Rôle du pH extracellulaire dans la progression cancéreuse 
Le microenvironnement extracellulaire acide des cellules cancéreuses est connu pour 
favoriser la progression tumorale et les propriétés d’invasivité des cellules cancéreuses. 
Les mécanismes par lesquels le pH extracellulaire favorise le développement des tumeurs sont 
variés. Un pH extracellulaire acide induit une augmentation du nombre d’aberrations 
chromosomiques (Morita et al., 1992). Il est également démontré que l’hypoxie et un 
environnement extracellulaire acide diminuent les mécanismes de réparation de l’ADN et 
augmentent le nombre de mutations (Kondo et al., 2001; Yuan et al., 2000). Le pH acide de 
l’environnement tumoral est également capable de favoriser l’angiogenèse permettant ainsi la 
formation d’une néo-vascularisation tumorale nécessaire à l’alimentation de la tumeur en 
nutriments et constituant une des étapes importantes de la progression tumorale vers des 
stades avancés. Une diminution du pH extracellulaire induit une augmentation de l’expression 
du VEGF des cellules endothéliales (D'Arcangelo et al., 2000) et des cellules cancéreuses 
(Fukumura et al., 2001; Shi et al., 2001). De nombreuses molécules anti-angiogéniques 
diminuent la sortie de protons des cellules et induisent une acidification intracellulaire (Orive 
et al., 2003). L’acidité de l’environnement extracellulaire est capable de moduler l’activité de 
la réponse immunitaire afin de favoriser la croissance de la tumeur (Kellum et al., 2004; 
Lardner, 2001).  L’acide lactique produit par les cellules cancéreuses inhibe l’activité 
cytolytique des lymphocytes T (Fischer et al., 2007). Un pH extracellulaire acide diminue la 
cytotoxicité des lymphocytes NK (natural killer) (Fischer et al., 2000; Loeffler et al., 1991; 
Severin et al., 1994). Une diminution du pH extracellulaire réduit la sécrétion de molécules 
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inflammatoires telles que le TNF-α (Tumor Necrosis Factor α) (Heming et al., 2001) ou  la 
production de NO ( Nitric oxide) (Huang et al., 2002).  
Certains effets du pH extracellulaire pourraient être dus à une action sur des facteurs de 
transcription permettant de modifier l’expression de gènes spécifiques. Parmi les protéines 
dont l’expression est augmentée par un pH extracellulaire acide, se trouvent notamment des 
protéases : MMP2, MMP9, MMP11 et les cathepsines B et L (Bumke et al., 2003; Rofstad et 
al., 2006), des facteurs pro-angiogéniques (VEGF et IL-8) (Rofstad et al., 2006) ou des 
molécules inflammatoires telles que le TNF-α et iNOS (nitric oxide synthase inductible) 
(Heming et al., 2001; Huang et al., 2002). Les facteurs de transcription NFκB et AP1 
semblent être impliqués dans l’augmentation de l’expression des gènes codants pour ces 
protéines (Bellocq et al., 1998; Kato et al., 2005; Xu and Fidler, 2000; Xu et al., 2002). 
D’autres facteurs de transcription pourraient être impliqués dans la réponse à un 
environnement acide (Duggan et al., 2006; Shimokawa et al., 2006). 
En plus de ces effets sur les mutations, la vascularisation ou le système immunitaire, 
l’environnement tumoral acide favorise le développement des métastases par de nombreux 
mécanismes. L’implication du microenvironnement acide dans l’invasivité des cellules 
cancéreuses a d’abord été démontré dans des systèmes in vitro (Martinez-Zaguilan et al., 
1996) où une diminution du pH extracellulaire augmente la migration et l’invasivité de 
cellules cancéreuses. L’influence du pH extracellulaire sur la formation des métastases a 
également été démontrée in vivo dans un modèle de xénogreffe orthotopique chez la souris : la 
culture préalable de cellules de mélanomes dans un environnement acide in vitro augmente la 
formation de métastases pulmonaires lorsqu’elles sont transplantées dans des souris (Rofstad 
et al., 2006). Dans ce modèle, la culture de cellules à un pH de 6,8 augmente la sécrétion 
d’enzymes protéolytiques (MMP2, MMP9, cathepsine B et cathepsine L) et de facteurs pro-
angiogéniques (VEGF et IL-8) (Rofstad et al., 2006). Une récente étude suggère que l’acidité 
du milieu extracellulaire permettrait de sélectionner des cellules résistantes à cet 
environnement délétère et qu’elles seraient plus invasives, conséquence de l’augmentation de 
l’expression de gènes nécessaires à ce phénotype invasif. Les cellules ainsi sélectionnées 
maintiennent leur potentiel invasif lorsque qu’elles sont de nouveau cultivées dans un milieu 
au pH physiologique (Moellering et al., 2008). De plus, des analyses de modélisations 
informatiques ainsi que des expérimentations in vivo ont démontré que l’utilisation de 
tampons tels que le tampon bicarbonate permet d’augmenter le pH extracellulaire des tumeurs 
et de diminuer la formation des métastases (Robey et al., 2009; Silva et al., 2009). 
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Le pH extracellulaire a de nombreux effets sur les cellules cancéreuses favorisant ainsi la 
formation des métastases (Cardone et al., 2005b; Huber et al., 2010; Parks et al., 2011; Stock 
and Schwab, 2009; Webb et al., 2011) :  
 Par la modulation de l’adhésion cellulaire : la fixation d’intégrines à leurs ligands est 
dépendante du pH extracellulaire (Eble and Tuckwell, 2003; Lehenkari and Horton, 
1999), l’adhésion de cellules de mélanome à une matrice extracellulaire est 
dépendante du pH du milieu extracellulaire avec un maximum entre 6,6 et 6,8 
(Krahling et al., 2009; Stock et al., 2005).  
 L’acidité extracellulaire est toxique pour des cellules normales (Park et al., 1999; 
Williams et al., 1999). Ceci pourrait détruire les cellules non cancéreuses situées à 
proximité de la tumeur alors que les cellules cancéreuses possèdent des mécanismes 
de régulation du pH plus actifs. 
 Un environnement extracellulaire acide induit la formation de protrusions cellulaires 
nécessaires à l’invasivité des cellules. La formation de pseudopodes et de lamellipodes 
est augmentée lorsque le pH extracellulaire diminue (Glunde et al., 2003; Stock et al., 
2005). Dans des cellules cancéreuses mammaires, l’acidification extracellulaire de 7,4 
à 6,8 augmente la formation d’invadopodes et la dégradation de la matrice 
extracellulaire associée (Busco et al., 2010). 
 Un pH acide augmente l’expression et la sécrétion d’enzymes protéolytiques 
dégradant la matrice extracellulaire. L’acidité du pH extracellulaire augmente 
l’expression de la MMP9 (Kato et al., 2005) et de la MMP2 (Nishisho et al., 2011). 
Un pH extracellulaire acide induit le déplacement des lysosomes contenant la 
cathepsine B vers la périphérie cellulaire stimulant ainsi la sécrétion de cathepsines B 
(Glunde et al., 2003; Rozhin et al., 1994; Steffan et al., 2009). 
 Le pH extracellulaire acide induit l’activation de cathepsines à cystéine, connues pour 
avoir une activité maximale à pH acide (Barrett and Kirschke, 1981). Ces protéases en 
plus de leur rôle de dégradation de la matrice extracellulaire peuvent activer d’autres 
protéases et induire une cascade d’activations protéolytiques (Guo et al., 2002; 
Liaudet-Coopman et al., 2006). De même, l’augmentation d’expression de la MMP2 
et de la MMP9 par un milieu extracellulaire acide peut activer une cascade 
d’activations protéolytiques (Kessenbrock et al., 2010; Mason and Joyce, 2011). La 
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cathepsine B est également capable d’induire la dégradation d’inhibiteurs endogènes 
de MMP, les TIMP (Kostoulas et al., 1999). 
 
Il semblerait qu’il existe un pH extracellulaire optimal, autour de 7 permettant une migration 
maximale des cellules de mélanome. Lorsque le pH extracellulaire descend en dessous de 7, 
la migration cellulaire diminue (Stock et al., 2005; Stuwe et al., 2007). De même, des 
analyses informatiques prédisent que l’invasivité des cellules cancéreuses n’augmente pas 
linéairement avec l’acidité du milieu extracellulaire, il existe un pH extracellulaire optimal 
capable de détruire les cellules stromales et de stimuler la dégradation de la matrice 
extracellulaire (Martin et al., 2010). Dans ce modèle, les auteurs suggèrent, contrairement à ce 
qui est généralement admis, qu’augmenter l’acidité des tumeurs pourrait être une stratégie 
pour limiter l’invasivité des cancers. 
 
C. Régulateurs du pH cellulaire 
Le gradient de pH entre milieu intracellulaire et extracellulaire des cellules cancéreuses est 
établi grâce à la participation de protéines régulatrices capables d’expulser des protons (H+) 
vers le milieu extracellulaire ou de faire entrer des ions bicarbonates (HCO3-). Plusieurs 
protéines régulatrices du pH présentent une expression (souvent modulée par le facteur de 
transcription HIF-1) ou une activité augmentée dans les cellules cancéreuses. Bien que la 
plupart des effets biologiques de ces protéines soient attribués à leur régulation du pH 
intracellulaire et extracellulaire, certaines d’entre elles semblent posséder des rôles qui leurs 
sont propres du fait de leur localisation subcellulaire ou de la présence dans leur séquence de 
motifs spécifiques. Les moyens mis en place par les cellules cancéreuses pour réguler leur pH 
intracellulaire et extracellulaire sont variés et dépendent du type cellulaire (Figure 7). Des 
mécanismes distincts peuvent également être mis en place dans des cellules possédant 
différents potentiels invasifs ou métastatiques (Martinez-Zaguilan et al., 1998; Montcourrier 
et al., 1997). Il a été démontré une localisation subcellulaire différente des régulateurs de pH 
dans un modèle de tumeurs cérébrales (Grillon et al., 2011). 
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Figure 7 : Régulateurs du pH dans les cellules cancéreuses. 
D’après Chiche et al., 2010. 
 
1. Echangeurs sodium-proton (NHE) 
a) Structure et fonctionnement 
Les échangeurs sodium-proton jouent un rôle majeur dans la régulation du pH intracellulaire. 
Ces échangeurs Na+/H+ (NHE) permettent l’échange électroneutre d’un Na+ pour un H+. Une 
stœchiométrie 2:2 a également été proposée (Fuster et al., 2008). Cette famille comprend neuf 
isoformes (NHE1 à NHE9) possédant des distributions subcellulaires et tissulaires variées. 
Une dixième isoforme a été récemment décrite pour être exprimée dans les ostéoclastes où, 
bien qu’elle ne semble pas réguler leur pH intracellulaire, elle pourrait être associée à la 
différenciation et à la survie des ostéoclastes (Lee et al., 2008). Les 9 isoformes de NHE 
fonctionnellement caractérisées sont codées par 9 gènes différents de la famille SLC9A 
(Solute carrier, regroupe les protéines membranaires facilitant le transport de substrats 
solubles) comprenant les membres SLC9A1 à SLC9A9. Parmi les membres de cette famille, 
les isoformes NHE1 à NHE5 sont situées au niveau de la membrane plasmique alors que les 
membres NHE6 à NHE9 sont situés dans des organelles intracellulaires (Slepkov et al., 
2007). L’isoforme NHE1, ubiquitaire et la mieux décrite, a été clonée en 1989 par le groupe 
du Dr. Pouysségur (Sardet et al., 1989). Les autres isoformes situées au niveau de la 
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membrane plasmique possèdent des distributions tissulaires plus limitées. NHE2 et NHE3 
sont situées dans les membranes apicales des cellules épithéliales, principalement dans le 
muscle squelettique, le colon et le rein pour NHE2 (Malakooti et al., 1999), et le colon, 
l’intestin, l’estomac et le rein pour NHE3 (Orlowski et al., 1992). NHE4 a été identifiée en 
même temps que NHE3 et se situe essentiellement au niveau de l’estomac (Orlowski et al., 
1992). NHE5 est exprimée au niveau du cerveau (Baird et al., 1999). Les isoformes NHE6 à 
NHE9 semblent être exprimées de manière ubiquitaire et sont localisées dans les 
compartiments intracellulaires où elles permettent de réguler le pH de ces vésicules : NHE6 
dans les endosomes précoces, NHE7 dans le trans-Golgi, NHE8 dans le mid et trans-Golgi et 
NHE9 dans les endosomes tardifs (Nakamura et al., 2005). Toutes ces isoformes sont 
composées de 581 à 896 acides aminés avec une masse moléculaire comprises entre 74 et 
93 kDa (Orlowski and Grinstein, 2004; Slepkov et al., 2007). Elles possèdent une structure 
commune de 12 segments transmembranaires conservés et d’un domaine C-terminal 
intracellulaire plus variable contenant de nombreux sites de régulation par phosphorylations 
ou interactions protéiques (Figure 8) (Orlowski and Grinstein, 2004). 
Peu de choses sont connues concernant la structure et le mécanisme de transport d’ions par les 
échangeurs sodium-proton, la structure de NHE1 étant la mieux décrite bien qu’encore 
incomplète (Slepkov et al., 2007). NHE1 est composée de 815 acides aminés répartis en 2 
domaines, un domaine membranaire permettant le transport des ions et contenant le site 
responsable de l’activation par les protons intracellulaires et un domaine cytosolique constitué 
de la boucle C-terminale permettant la régulation de l’activité de l’échangeur (Figure 8) 
(Wakabayashi et al., 1992). Ces deux domaines sont indépendants, un mutant dépourvu de la 
boucle C-terminale est fonctionnel pour le transport d’ions (Wakabayashi et al., 1992).  
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Figure 8 : Modèle de la structure et des sites de régulation de NHE1. 
D’après Slepkov et al., 2007. 
 
De nombreuses études ont permis d’identifier certains éléments structuraux de NHE1. 
L’actualisation de la topologie de NHE
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(Wakabayashi et al., 2000a). Cette étude a permis d’identifier deux boucles intracellulaires, 
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l’échangeur pour les protons intracellulai
l’activité de l’échangeur par les protons intracellulaires 
al., 2003). L’étude de la structure du segment TMIV 
résolution de la structure par cristallographie de l’échangeur sodium
(Hunte et al., 2005) ont permis de proposer un nouveau modèle pour la structure de NHE1
comprendrait 12 segments transmembr
al., 2007; Nygaard et al., 2010)
apparaît probablement deux segments supplémentaires. Les segments indiqués en chiffres 
romains se rapportent à l’ancien modèle et les segments indiqués en chiffre arabes 
correspondent au nouveau modèle. 
Figure 9 : Nouveau modèle et fonctionnement de NHE1. 
A. La numérotation des segments du nouveau modèle de structure de 
chiffres arabes et peut être comparée au modèle décrit par Wakabayashi en chiffres romains 
2000a) d’après Lee et al., 2011. B. Fonctionnement de l’
intracellulaire où il se fixe (2), un changement de conformation permet d’orienter le proton vers le milieu 
extracellulaire (3) où il est échangé par un ion sodium (4). Un nouveau changement de conformation pe
libérer le sodium dans le milieu intracellulaire (5). d’après 
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Les auteurs de ce dernier modèle proposent un mécanisme d’échange où le passage des ions 
se fait par deux entonnoirs comprenant les segments TM2, TM4, TM5 et TM9 pour la partie 
cytoplasmique et TM2, TM8 et TM11 pour la partie extracellulaire (Figure 9). Lors de 
l’acidification intracellulaire, un proton entre dans l’entonnoir cytoplasmique et se fixe à un 
résidu du TM5 (D267), un changement de conformation oriente le proton vers la face 
extracellulaire. Le sodium entre en compétition avec le proton, sa fixation induit le retour à la 
conformation initiale et permet de l’exposer vers le cytoplasme ou il est libéré et remplacé par 
un proton (Landau et al., 2007).  
Les différentes isoformes de NHE catalysent l’échange d’un proton intracellulaire à l’aide du 
gradient de sodium et possèdent différentes affinités pour le Na+, Li+, K+ et H+ (Masereel et 
al., 2003). La constante d’affinité pour le Na+ extracellulaire est comprise entre 5 et 10 mM et 
ces isoformes ont une dépendance pour le Na+ extracellulaire qui suit une courbe de type 
Michaelis-Menten. Le Li+ et le H+ extracellulaire inhibent de manière compétitive l’entrée de 
sodium en interagissant avec le site de fixation du sodium extracellulaire (Masereel et al., 
2003). Contrairement au sodium extracellulaire, les protons intracellulaires activent de 
manière allostérique l’activité des échangeurs sodium-proton (Aronson et al., 1982; Paris and 
Pouyssegur, 1984). Ces échangeurs sont relativement quiescents à pH neutre et s’activent lors 
d’une acidification intracellulaire. Ils possèdent en effet un rôle de protection contre 
l’acidification intracellulaire et permettent, en expulsant les protons en excès, un retour vers 
un pH intracellulaire compatible avec la survie des cellules. Des cellules déficientes pour 
NHE1 sont incapables de réguler leur pH intracellulaire à la suite d’une acidification 
intracellulaire (Pouyssegur et al., 1984) (Figure 10).  
 
Figure 10 : Fonctionnement de l’échangeur sodium-proton NHE1. 
Suite à une acidification intracellulaire (pulse NH4+), l’échangeur NHE1 utilise les Na+ extracellulaires pour 
faire sortir les H+ intracellulaires et faire revenir le pH intracellulaire aux valeurs initiales (CCL39 wt). Des 
cellules mutantes ne possédant par d’échangeur NHE1 fonctionnel (CCL39-nhe1-) sont incapables de réguler leur 
pH intracellulaire suite à cette acidification. D’après Chiche et al., 2010. 
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L’analyse de différentes mutations de l’isoforme NHE1 a permis de proposer un modèle 
permettant d’expliquer l’activation de l’échangeur par l’acidification intracellulaire (Lacroix 
et al., 2004). Le modèle proposé utilise l’équation de Monod-Wyman-Changeux (pour un 
échangeur dimérique) pour décrire l’activation par les protons et ne nécessite pas la présence 
d’un site senseur de protons sur la protéine en plus du site permettant le transport de protons. 
Ce modèle explique l’activation de l’échangeur par une oscillation entre une conformation de 
faible affinité pour les protons intracellulaires vers une conformation de forte affinité lors de 
l’acidification. Un équilibre en faveur de la forme de faible affinité explique la faible activité 
de l’échangeur à pH physiologique (Lacroix et al., 2004). De plus, l’échangeur NHE1 parait 
former des homodimères dans des cellules natives. Cependant cette dimérisation n’est pas 
requise pour l’activité de transport d’ions de l’échangeur, les monomères peuvent fonctionner 
indépendamment (Fafournoux et al., 1994; Fliegel et al., 1993). Les parties proximales du 
domaine C-terminal sont capables d’interagir entre elles et sont impliquées dans cette 
dimérisation (Hisamitsu et al., 2004).  
La forme mature de NHE1, exprimée au niveau de la membrane plasmique, est N- et O-
glycosylée au niveau de la première boucle extracellulaire TMI et TMII lui conférant une 
masse moléculaire de 110 kDa (Counillon et al., 1994). La forme immature présente dans le 
réticulum endoplasmique contient seulement une N-glycosylation et est d’une masse 
moléculaire de 85 kDa (Counillon et al., 1994). Les N-glycosylations ne sont pas nécessaires 
pour l’activité d’échange d’ions et ne modifient pas les propriétés pharmacologiques de 
l’échangeur (Counillon et al., 1994). 
 
b) Pharmacologie, régulations et rôles physiologiques 
En plus de régulations transcriptionnelles de l’expression de NHE1 par l’ischémie (Dyck et 
al., 1995) ou par des hormones (Slepkov and Fliegel, 2004), l’activité de l’échangeur peut être 
modulée par des inhibiteurs pharmacologiques, par les propriétés biophysiques de la 
membrane, par des phosphorylations ou par des interactions protéiques sur le domaine C-
terminal cytosolique (Figure 8). 
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Pharmacologie des échangeurs sodium-proton 
Plusieurs molécules pharmacologiques sont capables d’inhiber les échangeurs sodium-proton. 
Ces molécules font partie de la famille de l’amiloride (un agent diurétique), dont l’EIPA (5-N-
ethyl-N-isopropyl amiloride) et de celle des benzoylguanidine tel que le cariporide. Les 
échangeurs sodium-proton présentent différentes sensibilités à ces inhibiteurs. Parmi les 
échangeurs situés sur la membrane plasmique, NHE1 et NHE2 sont les isoformes les plus 
sensibles à l’amiloride ou à ses dérivés tandis que NHE3 et NHE4 sont les plus résistantes, 
NHE5 présentant une sensibilité intermédiaire (Tableau I) (Masereel et al., 2003). Plusieurs 
dérivés de l’amiloride ont été développés afin d’inhiber sélectivement les échangeurs sodium-
proton puisque l’amiloride inhibe également des canaux sodiques et les échangeurs sodium-
calcium. NHE1 est l’isoforme la plus sensible à ces dérivés mais d’autres isoformes peuvent 
être inhibées. Le cariporide et ses dérivés sont les composés présentant une plus grande 
sélectivité entre les isoformes de NHE permettant d’inhiber plus spécifiquement NHE1 
(Masereel et al., 2003). Le mode d’action de ces composés et leur site de fixation sont peu 
connus. Plusieurs études contradictoires ne permettent pas de mettre en évidence s’il s’agit 
d’une inhibition compétitive ou non compétitive et de déterminer si la fixation de l’inhibiteur 
se fait sur le même site que celui permettant la fixation du sodium ou des protons (Ives et al., 
1983; Paris and Pouyssegur, 1983). En revanche plusieurs études ont mis en évidence que des 
résidus des segments TMIV et TMIX sont impliqués à la fois dans le transport d’ions mais 
aussi dans la sensibilité aux inhibiteurs pharmacologiques (Counillon et al., 1997; Khadilkar 
et al., 2001; Touret et al., 2001). 
 
 NHE1 NHE2 NHE3 NHE4 NHE5 
amiloride 
Ki 
IC50 
 1-1,6 
5,3 
1,0 
 
>100 
100-309 
 
813 
21 
 
EIPA 
Ki 
IC50 
0,01-0,02 
25,1 
0,08-0,5 
 
2,4 
3,3 
 
>10 
0,42 
1,53 
cariporide IC50 0,03-3,4 4,3-62 1->100 545* >30 
Tableau I : Inhibition des échangeurs sodium-proton situés au niveau de la membrane 
plasmique par des inhibiteurs pharmacologiques (IC50 ou Ki en µM). 
Valeurs tirées de Masereel et al., 2003 * tiré de Chambrey et al., 2001. 
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Régulation de l’activité de NHE1 par phosphorylations 
Ces phosphorylations de l’échangeur se produisent en réponse à une diminution du pH 
intracellulaire, à des hormones ou à des facteurs de croissance et permettent d’augmenter 
l’activité de NHE1 (Haworth et al., 2003; Sardet et al., 1990; Sardet et al., 1991). Ces 
phosphorylations modifient le plus souvent la sensibilité de NHE1 pour les protons 
intracellulaires, le rendant plus actif à des pH neutres. Des kinases de la famille des MAPK 
telles que ERK1/2 (Bianchini et al., 1997; Snabaitis et al., 2000) ne phosphorylent pas 
directement NHE1 mais en réponse à des facteurs de croissance, activent la kinase p90RSK 
(p90 ribosomal S6 kinase) qui phosphoryle NHE1 et permet de l’activer (Takahashi et al., 
1999). La phosphorylation de NHE1 par p90RSK conduit à la fixation de la protéine 
d’échafaudage 14-3-3 sur ce site (Lehoux et al., 2001; Maekawa et al., 2006). NHE1 peut 
également être activée par la stimulation de récepteurs à activité tyrosine kinase de type EGF 
(Liaw et al., 1998) ou PDGF (platelet-derived growth factor) (Di Sario et al., 1999; Ma et al., 
1994). La kinase NIK (nck-interacting kinase) est capable d’activer NHE1 par 
phosphorylation lors d’une stimulation par le PDGF (Yan et al., 2001). L’activation de la voie 
de la petite GTPase RhoA induit la phosphorylation de NHE1 par la kinase p160ROCK ce qui 
active l’échangeur (Tominaga et al., 1998). Les intégrines sont capables d’activer NHE1 par 
la même voie impliquant RhoA et ainsi de moduler l’adhésion et la migration cellulaire 
(Tominaga and Barber, 1998). NHE1 est également phosphorylée par la CaMKII 
(Ca2+/calmodulin dépendant kinase II) (Fliegel et al., 1992). Le rôle de P38 MAPK sur 
l’activité de NHE1 n’est pas clairement établi, il a été reporté une augmentation (Khaled et 
al., 2001) ou une diminution (Kusuhara et al., 1998) de l’activité de NHE1 par P38 MAPK. 
Il a été observé une augmentation de l’activité de NHE1 par la fixation de l’anhydrase 
carbonique II (CAII) sur la partie C-terminale de NHE1 suite à la phosphorylation de la partie 
terminale de ce domaine (Li et al., 2002; Li et al., 2006). Ce mécanisme pourrait expliquer 
l’activation de NHE1 par ces différentes kinases. L’anhydrase carbonique en catalysant la 
formation de protons, couplée à une sortie de HCO3- permettrait une augmentation locale de la 
concentration en protons à proximité de NHE1 et son activation. La démonstration de la 
régulation de NHE1 par des phosphorylations est appuyée par la mise en évidence du rôle de 
phosphatases capables de réduire l’activité de NHE1 (Sardet et al., 1991) telles que les 
phosphoprotéines phosphatases 1 et 2A (Misik et al., 2005; Snabaitis et al., 2006). 
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Régulation de l’activité de NHE1 par des interactions protéiques 
NHE1 est capable d’interagir avec de nombreuses protéines qui permettent également de 
réguler son activité. Plusieurs protéines de fixation du calcium ont été identifiées comme 
interagissant avec NHE1. La calmoduline se fixe sur la partie C-terminale de NHE1 au niveau 
de deux sites, un de haute affinité et un de faible affinité (Bertrand et al., 1994). Le site de 
haute affinité régule NHE1 comme un domaine d’auto-inhibition, la fixation du complexe 
calcium-calmoduline sur ce domaine lève l’inhibition de l’échangeur (Wakabayashi et al., 
1994). La récente cristallisation du domaine C-terminal de NHE1 en interaction avec le 
complexe calcium-calmoduline a permis de proposer un modèle dans lequel les charges 
positives du site de haute affinité pour la calmoduline se fixent à des charges négatives de la 
partie transmembranaire pour inhiber l’activité de NHE1. En présence de calcium et de 
calmoduline, leur fixation sur ce domaine libère la partie transmembranaire de NHE1 et lève 
l’inhibition de son activité (Koster et al., 2011). La protéine CHP1 (calcineurin homologous 
protein 1) se fixe sur le domaine C-terminal de NHE1 avec deux ions calcium et cette fixation 
est nécessaire à la sensibilité de NHE1 pour les protons intracellulaires (Pang et al., 2004). La 
protéine CHP2 interagit également avec NHE1 permettant d’augmenter son activité (Pang et 
al., 2002). Enfin, la tescalcin, une autre protéine de liaison au calcium se fixe sur NHE1 et 
diminue son activité (Li et al., 2003). Le phospholipide PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) impliqué dans la signalisation cellulaire, se fixe sur le domaine C-terminal de 
NHE1 et augmente son activité (Aharonovitz et al., 2000). Il a également été démontré une 
interaction de NHE1 avec la protéine chaperonne HSP70 (heat shock protein) qui serait 
probablement impliquée dans le repliement de NHE1 (Silva et al., 1995).  
Une des propriétés importantes de NHE1 est sa liaison aux filaments d’actine par une 
interaction directe avec les protéines de liaison à l’actine de la famille ERM (ezrin, radixin, 
moesin) (Denker et al., 2000). Cette fixation aux protéines ERM est nécessaire à l’adhésion et 
à la forme des cellules, et met en évidence pour NHE1 un rôle autre que celui d’échange 
d’ions. De par ses multiples interactions protéiques, il a été proposé que NHE1 soit une 
protéine membranaire d’échafaudage permettant la mise en place d’un complexe multi-
protéique nécessaire à la signalisation cellulaire et à la régulation dynamique du cytosquelette 
(Baumgartner et al., 2004).  
 
Revue bibliographique 
 
  
79 sur 337 
 
 
Régulation de l’activité de NHE1 par les propriétés biophysiques de la membrane 
Il a été démontré une régulation de NHE1 par son environnement lipidique. L’activité de 
NHE1 est augmentée lorsqu’il se situe en dehors de micro-domaines membranaires riches en 
cholestérol et en cavéoline-1, les radeaux lipidiques. Cette activation de NHE1 passe par une 
augmentation de son affinité pour les protons intracellulaires (Tekpli et al., 2008). 
Il est démontré que NHE1 participe à la régulation du volume cellulaire. La diminution du 
volume cellulaire induite par une hyperosmolarité augmente l’activité de NHE1 par une 
augmentation de son affinité pour les protons intracellulaires en modifiant la constante 
allostérique (Grinstein et al., 1992; Lacroix et al., 2008). Cette régulation de NHE1 par le 
volume cellulaire semble être indépendante du cytosquelette (Fuster et al., 2004) et de la 
phosphorylation de l’échangeur par les kinases Erk, p38 MAPK and SAPK (Stress activated 
protein kinase) (Gillis et al., 2001; Grinstein et al., 1992). En revanche, bien que la quantité 
de phosphorylation de NHE1 ne soit pas modifiée lors d’un choc osmotique (Grinstein et al., 
1992), ce phénomène pourrait faire intervenir des déphosphorylations accompagnées de 
nouvelles phosphorylations ne modifiant pas la quantité de phosphorylation totale. La tyrosine 
kinase Janus kinase 2 (Jak2) semble être impliquée dans l’activation de NHE1 par une 
diminution du volume cellulaire (Garnovskaya et al., 2003; Zhou and Baltz, 2012). Il a été 
proposé que NHE1 pourrait être sensible aux propriétés de courbure ou de tension de la 
membrane plasmique définissant ainsi NHE1 comme un transporteur mécano-sensible (Fuster 
et al., 2004). L’agent anti-cancéreux cisplatine a été identifié comme un inhibiteur de canaux 
et échangeurs mécano-sensibles dont NHE1, ce qui pourrait expliquer certains de ses effets 
secondaires (Milosavljevic et al., 2010). NHE1 serait plutôt sensible à l’asymétrie des deux 
feuillets de la bicouche lipidique qu’à la tension de la membrane (Pang et al., 2012). 
 
Rôles physiopathologiques de NHE1 
NHE1 est impliqué dans de nombreuses propriétés cellulaires ce qui en fait un acteur majeur 
de la physiologie cellulaire (Fliegel, 2005; Malo and Fliegel, 2006; Orlowski and Grinstein, 
2004; Pedersen, 2006; Putney et al., 2002). En plus de son rôle dans la régulation du pH et du 
volume cellulaire (Rotin and Grinstein, 1989), l’échangeur NHE1 est impliqué dans la 
prolifération cellulaire (Grinstein et al., 1989), l’apoptose (Huc et al., 2007; Khaled et al., 
1999; Khaled et al., 2001; Rebillard et al., 2007; Wu et al., 2003) ou encore l’adhésion et la 
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migration cellulaire (Denker and Barber, 2002). Il peut également être impliqué dans la 
différenciation cellulaire (Rao et al., 1992). 
Le rôle de NHE1 dans plusieurs pathologies, notamment cardiaques, a été démontré. Lors 
d’une augmentation de la production de protons, NHE1 en régulant le pH induit une 
augmentation de la concentration en Na+ qui est éliminée par l’inversion de l’échangeur Na+ / 
Ca2+ (NCX) conduisant à une entrée de calcium délétère dans les cellules (Allen and Xiao, 
2003; Fliegel and Wang, 1997). Bien qu’un effet bénéfique sur le cœur de l’inhibition de 
NHE1 pendant l’ischémie et la reperfusion ait été démontré dans des modèles animaux 
(Gumina et al., 1999; Spitznagel et al., 2000), les essais cliniques chez l’Homme sont peu 
encourageants (Mentzer et al., 2008).  
c) Fonction dans les cellules cancéreuses 
L’isoforme ubiquitaire NHE1 est la seule dont l’activité ait été associée à plusieurs propriétés 
des cellules cancéreuses (Cardone et al., 2005b; Harguindey et al., 2005; Stock and Schwab, 
2009). Dans les cellules cancéreuses, l’expression et l’activité de NHE1 sont augmentées par 
divers phénomènes. L’expression de NHE1 peut être augmentée par l’hypoxie (Rios et al., 
2005) par un mécanisme impliquant HIF-1α et un élément de réponse à l’hypoxie (HRE) sur 
le promoteur du gène codant pour NHE1 (Shimoda et al., 2006). De plus, l’expression de 
NHE1 est plus importante dans les zones hypoxiques de carcinomes mammaires (Gatenby et 
al., 2007). L’expression de NHE1 peut être régulée par des facteurs de transcription de la 
famille des PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor). Dans des cellules cancéreuses 
mammaires, l’activation de PPARγ diminue l’expression de NHE1 via un élément de réponse 
aux PPAR (PPRE) sur le gène codant pour NHE1 et induit une diminution du pH 
intracellulaire (Kumar et al., 2009). Cette régulation est observée chez des patients traités par 
un antidiabétique agoniste de PPAR. L’expression de NHE1 est diminuée dans les tumeurs de 
ces patients comparées aux tumeurs de patients traités par d’autres antidiabétiques non 
agoniste de PPAR ou aux tumeurs de patients non diabétiques (Kumar et al., 2009). 
L’expression de NHE1 peut également être régulée par les espèces réactives de l’oxygène 
(ERO). L’augmentation de l’expression de NHE1 par les ERO est impliquée dans des 
phénomènes de résistance à la mort cellulaire (Akram et al., 2006). 
Dans les cellules stimulées par les mitogènes, comme c’est le cas dans les cellules 
cancéreuses, une augmentation de l’affinité pour les protons intracellulaires par un mécanisme 
de coopération augmente l’activité de NHE1 (Lacroix et al., 2004; Paris and Pouyssegur, 
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1984). Ce même mécanisme d’activation de NHE1 est retrouvé dans les gliomes par rapport 
aux tissus non cancéreux (McLean et al., 2000) et lors d’une déplétion en sérum mimant les 
conditions de l’environnement tumoral qui n’est pas alimenté par les vaisseaux sanguins 
(prolifération indépendante des facteurs de croissance) (Reshkin et al., 2000a). NHE1 peut 
être régulé au niveau post-traductionnel par la voie de signalisation activée par l’EGF (Chiang 
et al., 2008). Il a également été démontré une régulation de NHE1 par son environnement 
lipidique, impliquant des interactions avec l’environnement extracellulaire (Bourguignon et 
al., 2004; Lacroix et al., 2008; Tekpli et al., 2008).  
Le rôle de NHE1 dans la régulation du pH intracellulaire et la prolifération cellulaire a été 
démontré en utilisant les propriétés de réversibilité de l’échangeur. Lorsque l’échangeur est 
forcé à fonctionner dans le sens inverse c’est-à-dire en faisant entrer des protons, les cellules 
s’acidifient et meurent rapidement (Pouyssegur et al., 1984). Cette technique a permis de 
sélectionner des mutants déficients pour NHE1 qui sont incapables de faire rentrer des protons 
et donc résistants à cette méthode (Pouyssegur et al., 1984). Ces cellules déficientes pour 
NHE1 développent moins de tumeurs lorsqu’elles sont injectées dans des souris 
immunodéficientes et lorsque des tumeurs se développent, présentent une croissance tumorale 
ralentie par rapport aux cellules exprimant NHE1 (Lagarde et al., 1988). Des résultats 
identiques ont été obtenus avec des cellules cancéreuses de vessie déficientes pour NHE1 
(Rotin et al., 1989). De plus, des cellules doublement déficientes pour la respiration 
mitochondriale et l’expression de NHE1, présentant donc un métabolisme glycolytique, ne 
forment pas de tumeurs. Dans ces cellules les protons produits par la glycolyse ne peuvent pas 
être éliminés par NHE1 démontrant ainsi l’importance de l’activité de transport de protons par 
NHE1 dans le développement tumoral (Pouyssegur et al., 2001). 
Les cellules transformées par l’expression de différents oncogènes (Ras et E7) ont un pH 
intracellulaire plus alcalin dû à l’activation de NHE1 (Doppler et al., 1987; Hagag et al., 
1987; Kaplan and Boron, 1994; Reshkin et al., 2000b). La transformation induit un décalage 
de la courbe d’activation par les protons intracellulaires pour des valeurs moins acides 
induisant une activation de l’échangeur aux valeurs de pH intracellulaire des cellules 
cancéreuses. Ceci se traduit par l’alcalinisation du pH intracellulaire lors de la transformation 
(Kaplan and Boron, 1994; Reshkin et al., 2000b). L’activation de NHE1 lors de la 
transformation cellulaire induit une augmentation de la prolifération cellulaire in vitro et de la 
croissance tumorale in vivo (Reshkin et al., 2000b). Réciproquement, l’inhibition de 
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l’expression de NHE1 par PPARγ diminue la prolifération cellulaire in vitro (Kumar et al., 
2009), de même pour l’inhibition de son activité par des inhibiteurs pharmacologiques 
(Horvat et al., 1992). Des cellules déficientes pour l’expression de NHE1 présentent 
également une prolifération diminuée (Pouyssegur et al., 1984). L’activité de NHE1 permet la 
transition de la phase G2 du cycle cellulaire vers la phase M par une régulation de 
l’expression de la cycline B1 et de l’activité des kinases cdc42 et Wee1, protéines régulatrices 
de la transition entre les phases G2 et M du cycle cellulaire  (Putney and Barber, 2003). Il a 
été démontré que l’inhibition de NHE1 arrête le cycle cellulaire en phase G0/G1 (Wu et al., 
2006) en diminuant l’expression du facteur de transcription E2F1 (Yu and Hales, 2011). 
L’activité de NHE1 permettrait donc de favoriser l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire. 
L’inhibition de NHE1 est également associée à une induction de l’apoptose (Rich et al., 
2000). Ces deux phénomènes, progression du cycle cellulaire et diminution de l’apoptose par 
l’activité de NHE1 permettent à cet échangeur de favoriser la prolifération des cellules 
cancéreuses (et non cancéreuses). Récemment, NHE1 a été impliquée dans l’induction de 
l’angiogenèse par un mécanisme dépendant de HIF-1α (Mo et al., 2011). L’activité de cet 
échangeur pourrait donc favoriser la croissance tumorale en induisant la formation de 
nouveaux vaisseaux.  
En plus de son rôle dans la prolifération des cellules cancéreuses, NHE1 participe à la 
migration cellulaire et à la dégradation de la matrice extracellulaire par ces cellules. NHE1 est 
exprimé au niveau du bord avant des cellules polarisées dans le sens du mouvement au niveau 
des lamellipodes (Klein et al., 2000; Martin et al., 2011; Stock et al., 2007). Il y est co-
localisé avec la vinculin, la talin et la F-actin, protéines présentes dans le cytosquelette des 
cellules et impliquées dans l’établissement des contacts focaux (Grinstein et al., 1993). NHE1 
fait partie du complexe d’adhésion focal où il peut interagir avec les intégrines (Plopper et al., 
1995; Schwartz et al., 1991). Cette polarisation de NHE1 dans les cellules cancéreuses permet 
par son activité d’efflux de protons l’établissement du gradient de pH intracellulaire et 
extracellulaire au sein des cellules (Martin et al., 2011; Stock et al., 2007; Stuwe et al., 2007). 
L’activité focalisée de NHE1 et donc l’acidification de l’environnement extracellulaire est 
impliquée dans l’adhésion et la migration des cellules cancéreuses (Krahling et al., 2009; 
Stock et al., 2005; Stock et al., 2007; Stuwe et al., 2007). De plus, NHE1 présent dans les 
lamellipodes est associé aux protéines de liaisons à l’actine de la famille ezrin, radixin et 
moesin (ERM). Cette interaction est nécessaire à l’organisation du cytosquelette d’actine et 
des contacts focaux de ces cellules d’une manière indépendante de l’activité d’échange d’ions, 
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alors que la prolifération cellulaire en dépend (Denker et al., 2000). L’activité d’échange 
d’ions ainsi que cette interaction avec les protéines ERM sont nécessaires à la polarité des 
cellules, à la régulation de l’adhésion et de la migration cellulaire (Denker and Barber, 2002). 
L’EGF induit une augmentation d’expression de NHE1 et sa localisation dans les 
lamellipodes où il interagit avec l’ezrin et participe à la migration et l’invasivité des cellules 
cancéreuses (Chiang et al., 2008). De plus, l’expression d’EGF dans des tumeurs est corrélée 
avec celle de NHE1 (Chiang et al., 2008). Il a été précisé que l’EGF induit une augmentation 
d’activité de NHE1 dans les invadopodes et une augmentation de la dégradation de la matrice 
extracellulaire dans ces structures (Busco et al., 2010). NHE1 est également nécessaire à la 
réorganisation des filaments d’actine des fibres de stress en actine corticale induite par les 
facteurs de croissance (Meima et al., 2009). L’activité d’efflux de protons de NHE1 permet 
d’activer la petite GTPase CDC42 qui est nécessaire à la polarité et à la migration cellulaire 
(Frantz et al., 2007).  
L’activation de NHE1 par une déplétion en sérum, mimant les conditions de l’environnement 
tumoral, augmente la migration et l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires (Reshkin 
et al., 2000a). Cette déplétion en sérum induit une inhibition de la petite GTPase RhoA et une 
activation d’une autre petite protéine G, Rac1, activant NHE1 par une modification de 
l’affinité de l’échangeur pour les protons. Elle modifie la forme cellulaire en diminuant la 
quantité d’actine polymérisée et en augmentant la formation de pseudopodes ce qui stimule la 
migration et l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires (Paradiso et al., 2004). 
L’inactivation de RhoA lors d’une déplétion en sérum induit une voie de signalisation 
impliquant ROCK (Rho-associated Kinase) et P38 MAPK pour activer NHE1 et favoriser 
l’invasivité cellulaire (Cardone et al., 2005a). L’activité de NHE1 conduit à la formation de 
pseudopodes, où il est exprimé, et à une augmentation de l’invasivité dans plusieurs modèles 
de cellules cancéreuses (Iwasaki et al., 2002; Lagana et al., 2000; Paradiso et al., 2004). 
L’observation de l’expression de NHE1 dans les pseudopodes et de son rôle dans l’invasivité 
conduit à émettre l’hypothèse que l’activité localisée de NHE1 dans ces domaines cellulaires 
pourrait stimuler le transport des lysosomes (contenant des protéases) et la sécrétion de 
protéases. En effet, un environnement extracellulaire acide induit le déplacement des 
lysosomes vers les pseudopodes de cellules cancéreuses (Glunde et al., 2003).  
En plus de sa localisation dans les lamellipodes et les pseudopodes des cellules cancéreuses, 
NHE1 a été retrouvée dans d’autres domaines membranaires. Dans les cellules cancéreuses 
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mammaires l'acide hyaluronique présent dans la matrice extracellulaire se fixe sur son 
récepteur CD44 situé dans les radeaux lipidiques induisant le recrutement de ROCK et de 
NHE1 dans ces zones membranaires. Ce rapprochement permet la phosphorylation de NHE1 
par ROCK ce qui augmente l’activité de NHE1 (Bourguignon et al., 2004). L’activation de 
NHE1 induit une acidification du pH extracellulaire, une augmentation de l’activité des 
cathepsines B et de l’invasivité cellulaire (Bourguignon et al., 2004). NHE1 localisé dans les 
invadopodes induit une acidification extracellulaire permettant la dégradation de la matrice 
extracellulaire (Busco et al., 2010). L’expression de NHE1 dans ces invadopodes est 
nécessaire à leur formation et à leur activité de dégradation de la matrice extracellulaire 
(Busco et al., 2010). La formation des invadopodes implique la phosphorylation de la 
cortactine qui recrute NHE1 au niveau des précurseurs d’invadopodes. L’alcalinisation induite 
par NHE1 permet de détacher la cofiline de la cortactine et d’induire la polymérisation de 
l’actine permettant ainsi l’élongation des invadopodes (Magalhaes et al., 2011).  
L’étude du profil de transcription de cellules exprimant un échangeur NHE1 fonctionnel et 
d’autres exprimant un mutant ne permettant pas l’activité d’échange d’ions de NHE1 a permis 
de mettre en évidence le rôle du pH sur la régulation de la transcription de nombreux gènes 
(Putney and Barber, 2004). Parmi les gènes étudiés, 198 présentent une expression différente 
entre ces deux lignées cellulaires. Notamment le gène codant pour la MMP9 est diminué 
d’environ 26 fois dans les cellules ne présentant pas d’activité de NHE1 et ce résultat est 
confirmé par une diminution de son activité (Putney and Barber, 2004). Cette régulation de 
l’expression du gène codant pour MMP9 par l’activité de NHE1 pourrait participer à 
l’invasivité cellulaire. Cette étude à également mis en évidence une régulation de gènes 
codants pour des protéines du métabolisme énergétique en faveur des phosphorylations 
oxydatives pour les cellules ne possédant pas d’activité NHE1 (Putney and Barber, 2004). Il a 
été démontré que l’enzyme de la glycolyse, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
(G3PDH), était localisée dans des pseudopodes où elle co-localise avec des zones riches en 
actine (Nguyen et al., 2000). L’inhibition de la glycolyse induit une transformation des 
pseudopodes en lamellipodes et inhibe la migration cellulaire suggérant que la glycolyse 
produit l’énergie et les protons nécessaires à la migration et à l’invasivité directement dans les 
protrusions cellulaires (Nguyen et al., 2000). De plus, il a été récemment démontré que 
plusieurs enzymes de la glycolyse étaient localisées dans les invadopodes de cellules 
cancéreuses (Attanasio et al., 2011). 
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L’activité de NHE1 semble également impliquée dans les phénomènes de résistance aux 
anticancéreux. Les cellules résistantes aux agents de chimiothérapie ont généralement un pH 
cytoplasmique plus alcalin et des vésicules intracellulaires plus acides que des cellules 
sensibles à ces agents (Larsen et al., 2000). Il a été démontré que l’expression et l’activité de 
NHE1 étaient augmentées dans des cellules résistantes à la doxorubicine et que l’inhibition de 
NHE1 par un inhibiteur pharmacologique permet de restaurer la sensibilité à cet agent anti-
cancéreux (Miraglia et al., 2005). L’inhibition de NHE1 est également impliquée dans 
l’action de certains agents anti-cancéreux induisant l’apoptose des cellules cancéreuses tels 
que le paclitaxel (Reshkin et al., 2003) et le cisplatine (Rebillard et al., 2007). 
Dans les tumeur du col de l’utérus et les hépatocarcinomes, une surexpression de NHE1 est 
associée à un stade avancé et à un mauvais pronostic de survie (Chiang et al., 2008; Yang et 
al., 2010). Les inhibiteurs de NHE1 sont toxiques dans des modèles de tumeurs murines (Luo 
and Tannock, 1994). Une étude clinique testant l’effet du cariporide dans l’infarctus du 
myocarde a révélé une augmentation du risque de mortalité rendant l’utilisation de cet 
inhibiteur impossible (Mentzer et al., 2008). L’isoforme NHE1 étant ubiquitaire, l’utilisation 
d’inhibiteurs de NHE1 comme traitement anti-cancéreux nécessite de cibler les cellules 
cancéreuses afin de ne pas induire d’effets secondaires. 
  
2. Pompe à protons de type vacuolaire (V-ATPase) 
a) Structure 
La pompe à protons de type vacuolaire (V-ATPase), initialement mise en évidence dans les 
organelles de cellules végétales ou fongiques, est également exprimée dans les cellules 
eucaryotes où elle est localisée dans les compartiments intracellulaires mais aussi au niveau 
de la membrane plasmique. Il s’agit d’un complexe multiprotéique utilisant l’énergie 
d’hydrolyse de l’ATP pour transporter de manière électrogénique les protons (Brown et al., 
1987; Forgac, 1989). Le complexe est séparé en deux domaines ; un domaine V1 composé de 
8 sous-unités différentes (A-H) responsables de l’hydrolyse de l’ATP et un domaine V0 
membranaire composé de 6 sous-unités (a, c, c’, c’’, d et e) formant le pore responsable du 
transport des protons (Figure 11) (Forgac, 2007; Jefferies et al., 2008). Les sous-unités c, c’ et 
c’’ forment un anneau au niveau membranaire nécessaire à la fonction du complexe. Le 
transport des protons s’effectue par une rotation du complexe protéique (Hirata et al., 2003; 
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Imamura et al., 2003). L’hydrolyse de l’ATP par le domaine V1 fourni l’énergie nécessaire 
pour la rotation d’un complexe composé des sous-unités D F d et de l’anneau. L’anneau 
effectue sa rotation par-rapport à la sous-unité a fixe, composée de deux hémi-canaux un 
orienté vers le cytoplasme et l’autre vers le milieu extracellulaire ou luminal. Le proton rentre 
par l’hémi-canal situé sur la partie cytoplasmique et se fixe sur une des sous-unités de 
l’anneau, puis lors de la rotation reste attaché sur l’anneau pour atteindre l’autre hémi-canal. 
Ce transport s’effectue avec une stœchiométrie de deux protons pour l’hydrolyse d’un ATP 
puisque ce complexe possède six sites de fixation pour les protons au niveau de l’anneau et 3 
sites d’hydrolyse d’ATP (Tomashek and Brusilow, 2000). 
 
Figure 11 : Structure et fonctionnement de la V-ATPase 
A. Structure des deux domaines V0 et V1 formant la V-ATPase. B. L’hydrolyse de l’ATP par le complexe V1 
induit la rotation du rotor situé sur le complexe V0 et permettant le transport de protons. D’après Beyenbach and 
Wieczorek, 2006. 
 
b) Fonction 
Les V-ATPases situées dans les organelles intracellulaires telles que les vésicules à clathrine, 
les vésicules synaptiques, les endosomes, les vésicules de l’appareil de Golgi, les vésicules 
sécrétrices ou les lysosomes ont pour rôle l’acidification de ces compartiments et la 
génération d’une force proton-motrice. Ces protons situés dans les compartiments 
intracellulaires peuvent être utilisés pour transporter des molécules comme des 
neurotransmetteurs ou des acides aminés vers ces compartiments. Le milieu acide de certains 
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compartiments est nécessaire pour la dissociation de complexes récepteur-ligand intervenant 
dans les voies de l’endocytose ou pour l’activation d’enzymes protéolytiques capables 
d’activer par protéolyse d’autres protéines (Jefferies et al., 2008). Les V-ATPases exprimées 
au niveau de la membrane plasmique sont principalement situées dans des cellules épithéliales 
où elles permettent d’acidifier l’environnement extracellulaire et de réguler le pH 
intracellulaire. Dans les ostéoclastes la V-ATPase sécrète des protons lors du phénomène de 
résorption osseuse afin de dissoudre l’os et d’activer des protéases (revue du paragraphe II.D) 
(Nordstrom et al., 1995). L’activité de transport de protons par la V-ATPase peut être régulée 
par la formation de ponts disulfures réversibles au niveau des sites catalytiques (Feng and 
Forgac, 1992a,1992b). Sa régulation peut également s’effectuer par son adressage à la 
membrane, par dissociation des deux domaines V1 et V0 ou par une variation du couplage 
entre transport de protons et hydrolyse d’ATP (Cipriano et al., 2008). 
La V-ATPase est exprimée au niveau de la membrane plasmique de cellules cancéreuses où 
elle possède un rôle de régulation du pH intracellulaire (Martinez-Zaguilan and Gillies, 1992; 
Martinez-Zaguilan et al., 1993) et par conséquent du pH extracellulaire. Son expression au 
niveau de la membrane plasmique et son activité sont retrouvées dans des cellules cancéreuses 
hautement invasives et il est proposé que son activité soit corrélée à l’agressivité des cellules 
cancéreuses (Martinez-Zaguilan et al., 1998; Sennoune et al., 2004).  
L’expression de la V-ATPase dans les cellules cancéreuses est impliquée dans plusieurs de 
leurs propriétés. L’inhibition de la V-ATPase diminue la prolifération (Manabe et al., 1993), 
modifie la morphologie des cellules et diminue leur migration (Thomsen et al., 1999). La 
surexpression de la V-ATPase dans des fibroblastes induit une augmentation de l’invasivité 
des cellules et de l’activité de la MMP2 (Kubota and Seyama, 2000). De plus l’expression de 
la V-ATPase est capable d’augmenter la tumorigénicité des cellules (Perona and Serrano, 
1988) tandis que son inhibition par un siRNA réduit la taille des tumeurs et la formation des 
métastases (Lu et al., 2005b). Il a été montré que les isoformes a3 et a4 du domaine V0 sont 
plus exprimées dans des cellules cancéreuses fortement invasives où elles participent à 
l’invasivité de ces cellules (Hinton et al., 2009). Le rôle de la V-ATPase dans les cellules 
cancéreuses semble impliquer principalement un effet sur la régulation du pH et non un rôle 
de la protéine en elle-même.  
Le ciblage de l’activité de la V-ATP a été proposé comme une nouvelle stratégie de traitement 
des cancers (Spugnini et al., 2010). Une molécule inhibitrice de la V-ATP, l’esomeprazole 
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utilisée comme une prodrogue activée par un pH acide, diminue la croissance de tumeurs et le 
gradient de pH des tumeurs in vivo (De Milito et al., 2010). Les inhibiteurs de V-ATPase 
pourraient également être utilisés dans le cadre de résistances aux chimiothérapies. En effet, 
l’expression de plusieurs sous-unités de la V-ATPase est augmentée par un agent de 
chimiothérapie, le cisplatine (Murakami et al., 2001; Torigoe et al., 2002). Cette 
augmentation d’expression est impliquée dans des phénomènes de chimiorésistance, il a donc 
été proposé que l’inhibition de la V-ATPase permettrait d’augmenter la cytotoxicité du 
cisplatine et pourrait être une nouvelle stratégie pour éviter les résistances à ce composé. De 
plus un prétraitement de cellules cancéreuses avec un inhibiteur de la V-ATPase sensibilise 
les cellules au 5-fluorouracile et à la vinblastine (Luciani et al., 2004). 
 
3. Transporteurs proton-lactate (MCT) 
Les transporteurs de monocarboxylates (MCT) permettent le transport de lactate, de corps 
cétoniques ou de pyruvate. Cette famille comprend 14 isoformes parmi lesquelles seules les 
quatre premières permettent un transport de monocarboxylates dépendant des protons 
(Halestrap and Meredith, 2004). Les isoformes MCT1, MCT2, MCT3 et MCT4 sont des co-
transporteurs membranaires électroneutres de protons et de lactate avec une stœchiométrie de 
1:1. Ces protéines sont formées de 12 segments transmembranaires avec des domaines C- et 
N-terminaux cytoplasmiques ainsi qu’une large boucle intracellulaire entre les segments 6 et 7 
(Poole et al., 1996). Elles présentent des expressions tissulaires et des affinités pour le lactate 
différentes (Halestrap and Price, 1999). MCT4 est la seule isoforme dont l’expression est 
induite par l’hypoxie par un mécanisme dépendant de HIF-1α (Ullah et al., 2006). Dans les 
cellules utilisant la glycolyse comme métabolisme énergétique, MCT4 est l’isoforme majeure 
dont les cinétiques lui permettent d’être adaptée à un export de lactate de ces cellules 
(Dimmer et al., 2000). Dans certains tissus ces transporteurs permettent l’entrée de lactate ou 
de corps cétoniques afin d’être utilisés comme substrat énergétique (Halestrap and Meredith, 
2004).  
Dans les cellules cancéreuses, il a été démontré une expression importante de MCT1 et 
MCT4. MCT4 permet l’export de lactate produit par les cellules cancéreuses glycolytiques 
(hypoxiques), lactate qui va ensuite être capté par MCT1 exprimé dans les cellules 
cancéreuses oxydatives situées à la périphérie de la tumeur (Sonveaux et al., 2008). MCT1 et 
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MCT4 possèdent un rôle in vitro dans l’invasivité de cellules cancéreuses pulmonaires (Izumi 
et al., 2011) et MCT4 est impliqué dans la migration de cellules cancéreuses mammaires 
(Gallagher et al., 2007). Il a été démontré que l’expression de MCT1 est corrélée avec la 
progression des gliomes (Froberg et al., 2001).  
MCT1 et MCT4 sont associés à une protéine membranaire chaperonne CD147 (ou basigin ou 
EMMPRIN) permettant leur expression à la membrane plasmique (Kirk et al., 2000). 
L’inhibition de l’expression de CD147 par un siRNA réduit l’expression et l’activité de 
MCT1 et MCT4 induisant alors une diminution du pH intracellulaire, de la prolifération et de 
l’invasivité in vitro mais aussi une diminution de la tumorigénicité in vivo (Schneiderhan et 
al., 2009; Su et al., 2009). L’anhydrase carbonique II cytoplasmique interagit avec les 
transporteurs MCT1 et MCT4 et son expression induit une augmentation du transport de 
protons d’une manière indépendante de l’activité catalytique de l’anhydrase carbonique 
(Becker et al., 2005; Becker and Deitmer, 2008; Becker et al., 2010; Becker et al., 2011). Ces 
résultats suggèrent la formation d’un complexe protéique permettant la régulation du pH. 
L’expression de CD147 est associée à un mauvais pronostic chez des patients atteints de 
cancers (Davidson et al., 2003; Marionnet et al., 2003) de même que sa co-expression avec 
MCT1 ou MCT4 (de Oliveira et al., 2012; Du et al., 2009; Pertega-Gomes et al., 2011; 
Pinheiro et al., 2009).  
L’utilisation d’un inhibiteur de MCT1, le α-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC) a été proposée 
afin d’inhiber l’entrée de lactate dans les cellules oxydatives qui devront alors utiliser du 
glucose comme substrat énergétique, glucose qui ne sera donc plus disponible pour les 
cellules glycolytiques du centre de la tumeur (Sonveaux et al., 2008). L’utilisation de CHC 
montre une diminution de la croissance tumorale et une radiosensibilisation dans des modèles 
de tumeurs murines (Sonveaux et al., 2008). Des effets similaires sont retrouvés lors de 
l’inhibition de l’expression de MCT1 par un siRNA (Vegran et al., 2011). D’autres 
inhibiteurs ont été identifiés (Bueno et al., 2007; Ekberg et al., 2007). L’AZD3965 est en 
cours d’essai de phase I/II pour les tumeurs solides avancées. Aucune molécule spécifique de 
MCT4 n’est disponible et un problème de ciblage peut se poser puisque MCT4 est situé dans 
des cellules glycolytiques éloignées des vaisseaux sanguins.  
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4. Formation et transport des ions bicarbonates (HCO3-) 
La régulation du pH des cellules fait intervenir en plus des protons, des ions bicarbonates. Le 
système tampon dioxyde de carbone / bicarbonate permet de réguler le pH et constitue le 
système tampon physiologique le plus important. Les anhydrases carboniques sont capables 
de catalyser la réaction du CO2 avec l’H2O pour produire des acides carboniques puis des 
bicarbonates et des protons : H2O + CO2 ↔ H2CO3 ↔ H+ + HCO3-. Ces bicarbonates peuvent 
être transportés dans les cellules pour neutraliser des protons et augmenter le pH 
intracellulaire. Le transport d’ions bicarbonates peut s’effectuer par divers co-transporteurs ou 
échangeurs utilisant différents ions associés.  
 
a) Anhydrases carboniques 
Les anhydrases carboniques (CA carbonic anhydrase) sont des métalloenzymes ubiquitaires 
exprimées chez les procaryotes et les eucaryotes et présentant des activités catalytiques et des 
distributions subcellulaires et tissulaires variées (Gilmour, 2010; Pastorekova et al., 2004). 
Ces enzymes dont le site actif contient un ion zinc essentiel pour l’activité catalytique, 
catalysent la réaction d’hydratation réversible du dioxyde de carbone en ion bicarbonate et 
proton. Parmi les enzymes actives cinq anhydrases carboniques sont cytosoliques (CAI, CAII, 
CAIII, CAVII et CAXIII), cinq sont associées à la membrane et orientées vers le milieu 
extracellulaire (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV et CAXV), deux sont mitochondriales (CAVA 
et CAVB) et CAVI est secrétée. Trois sont dépourvues d’activité catalytiques CAVIII, CAX 
et CAXI. Les CA sont impliquées dans de nombreux phénomènes physiologiques dont la 
respiration et le transport de CO2 et de HCO3- vers les tissus et les poumons, l’homéostasie du 
pH et du CO2, certaines réactions de biosynthèse et la formation ou la résorption osseuse.  
Il a été retrouvé une expression élevée de CAIX et CAXII dans des cellules cancéreuses 
mammaires (Bartosova et al., 2002; Ivanov et al., 2001) et dans de nombreux autres types de 
cancers (Chiche et al., 2010). L’expression de CAIX et CAXII est induite par l’hypoxie via le 
facteur de transcription HIF-1 (Chiche et al., 2009b; Wykoff et al., 2000). Leur expression 
peut également être augmentée même en normoxie dans le cas de mutations rendant HIF-1α 
constitutivement actif (Grabmaier et al., 2004; Ivanov et al., 1998; Wykoff et al., 2000). 
L’expression de CAIX et de CAXII est corrélée avec celle de HIF-1α dans les zones 
hypoxiques des tumeurs distantes des vaisseaux (Chiche et al., 2009b). De plus l’activité de 
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CAIX est augmentée par un milieu acide comme celui retrouvé dans les tumeurs (Alterio et 
al., 2009). En hypoxie, l’induction de l’expression de CAIX contribue à acidifier 
l’environnement extracellulaire des cellules cancéreuses et donc participe à la régulation du 
pH (Chiche et al., 2009b; Li et al., 2009; Svastova et al., 2004; Swietach et al., 2009). 
L’inhibition in vitro de CAIX induit une diminution de la prolifération cellulaire (Robertson 
et al., 2004) et une induction de l’apoptose (Cianchi et al., 2010). L’inhibition de CAIX et 
CAXII dans des modèles de tumeurs murines induit un ralentissement de la croissance 
tumorale (Ahlskog et al., 2009; Chiche et al., 2009b). CAIX et CAXII semblent également 
impliquées dans la migration cellulaire in vitro (Chiche et al., 2009a; Hsieh et al., 2010). 
CAIX possède un rôle dans l’adhésion cellulaire (Svastova et al., 2003). L’inhibition de 
CAIX augmente la sensibilité aux traitements anti-VEGF (McIntyre et al., 2012) ou à la 
radiothérapie (Dubois et al., 2011). Il existe également une compensation entre différentes 
isoformes d’anhydrases carboniques puisqu’une augmentation de l’expression de CAXII est 
observée lors de la diminution de CAIX (Chiche et al., 2009b). Le mécanisme par lequel ces 
anhydrases carboniques participent à la régulation du pH intracellulaire et extracellulaire 
semble lié à un couplage entre CA et transporteurs de bicarbonates capables de transporter les 
bicarbonates produit pas l’anhydrase carbonique vers le milieu intracellulaire (Morgan et al., 
2007). 
L’expression de CAIX dans les tumeurs est associée à une augmentation des métastases et à 
un mauvais pronostic de survie (Chia et al., 2001; Haapasalo et al., 2006; Hussain et al., 
2007; Loncaster et al., 2001; Maseide et al., 2004; Potter and Harris, 2004). L’expression de 
CAXII est également associée à un mauvais pronostic (Haapasalo et al., 2008) mais son rôle 
n’est pas clairement défini puisque plusieurs études révèlent CAXII comme un facteur de bon 
pronostic (Ilie et al., 2010; Watson et al., 2003). Dans les cellules cancéreuses mammaires, 
l’expression de CAIX est associée à celle des récepteurs aux œstrogènes (Chia et al., 2001) et 
aux résistances à l’épirubicine (Generali et al., 2006). De nouveaux inhibiteurs développés 
récemment permettent de diminuer la formation de métastases dans un modèle de tumeurs 
mammaires (Lou et al., 2011; Pacchiano et al., 2011). Plusieurs composés inhibiteurs 
d’anhydrases carboniques sont en cours d’essais cliniques pour plusieurs types de cancers 
(Neri and Supuran, 2011).  
Une anhydrase carbonique intracellulaire, CAII, semble également être retrouvée dans 
certains cancer comme des cancers cérébraux (Parkkila et al., 1995) et être associée à un 
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mauvais pronostic dans les médulloblastomes (Nordfors et al., 2010) alors que son expression 
est associée à une meilleurs survie dans des tumeurs stromales gastro-intestinales (Parkkila et 
al., 2010). Il existe également des relations de compensation puisque la réduction 
d’expression de CAIX induit une augmentation d’expression de CAII et réciproquement (Pan 
et al., 2006). 
 
b) Transporteurs de bicarbonates 
Chez les mammifères, 15 gènes codent pour des protéines de transport des bicarbonates. Ces 
gènes font partie de la famille des SLC4A et SLC26A (Wain et al., 2004). Les gènes de la 
famille des SLC4A sont séparés en deux groupes fonctionnellement différents (Cordat and 
Casey, 2009). Les échangeurs Cl-/HCO3- électroneutres comportent 3 membres nommés AE 
(anion exchangers) utilisant le gradient de concentration du Cl- pour transporter les HCO3-. 
Un échangeur Cl-/HCO3- dépendant du sodium et électroneutre (NDCBE) ayant une 
stœchiométrie 1Na+ :2 HCO3- :1Cl- fait également partie de cette famille (Grichtchenko et al., 
2001). Les co-transporteurs Na+/HCO3- (NBC Na+-coupled bicarbonates transporters) utilisent 
le gradient de sodium pour transporter les bicarbonates. Ces transporteurs peuvent être 
électrogéniques (NBCe1 et NBCe2) ou électroneutres (NBCn1 et NBCn2) en fonction de leur 
stœchiométrie. Deux derniers gènes SLC4A9 et SLC4A11 appartiennent à cette famille mais 
leur fonction n’est pas clairement définie. La famille des SLC26A contient 10 membres parmi 
lesquels 5 codent pour des échangeurs Cl-/HCO3- pouvant être électroneutres ou 
électrogéniques (Mount and Romero, 2004). Tous ces transporteurs possèdent des rôles 
physiologiques variés et peuvent être impliqués dans des pathologies (Cordat and Casey, 
2009).  
Peu de choses sont connues concernant l’implication des transporteurs de bicarbonates dans 
les cellules cancéreuses. Ces transporteurs ont été proposés comme impliqués dans la 
régulation du pH des cellules cancéreuses dans des revues récentes (Harguindey et al., 2009; 
Pouyssegur et al., 2006; Swietach et al., 2007). Leur implication a été initialement étudiée par 
l’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique, le DIDS peu spécifique d’un seul transporteur 
et inhibant également des canaux perméables aux ions Cl-. Cet inhibiteur diminue le pHi de 
cellules cancéreuses in vitro (Boyer and Tannock, 1992; Rotin et al., 1987) et diminue la 
croissance tumorale in vivo mais possède une toxicité limitant son utilisation thérapeutique 
potentielle (Yamagata and Tannock, 1996).  
Revue bibliographique 
 
  
93 sur 337 
 
 
Les échangeurs Cl-/ HCO3- AE1 et AE2 semblent impliqués dans certains cancers. Il a été 
retrouvé une expression cytoplasmique de AE1 dans des cancers du colon et de l’estomac qui 
permettrait d’augmenter la prolifération cellulaire (Shen et al., 2007). Dans les cancers 
gastriques, l’expression de AE1 est un facteur de mauvais pronostic (Xu et al., 2009). De 
plus, l’inhibition de AE1 par un siRNA diminue la croissance tumorale dans deux modèles de 
cancers gastriques (Suo et al., 2012). L’expression du transporteur AE2 est diminuée dans les 
cancers gastriques comparés à des tissus normaux (Yang et al., 2008). L’inhibition de AE2 
dans des cellules d’hépatocarcinome connues pour le surexprimer diminue la prolifération 
cellulaire en induisant l’apoptose (Hwang et al., 2009; Liu et al., 2008). Le transporteur AE2 
peut être régulé au niveau transcriptionnel par le suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel-
Lindau) (Karumanchi et al., 2001). Un inhibiteur spécifique du transporteur NDCBE a été 
développé (le S3705) et a permis de démontrer une implication de ce transporteur dans la 
régulation du pH et la prolifération de cellules cancéreuses mammaires in vitro (Wong et al., 
2002) mais il montre peu d’effet in vivo (Wong et al., 2005). Dans un autre modèle cellulaire 
il a été montré que cet inhibiteur inhibe la phosphorylation des kinases ERK 1/2, AKT et 
BAD impliquées dans la prolifération cellulaire (Di Sario et al., 2007). 
Parmi les co-transporteurs Na+/ HCO3- (NBC) seuls NBCn1 et NBCe1 ont été retrouvés 
associés à certaines cellules cancéreuses. Le gène SLC4A7 codant pour NBCn1 est diminué 
dans 64 % de tumeurs mammaires comparées aux tissus sains (Chen et al., 2007b). Il a été 
montré que l’hypoxie pouvait réduire l’expression de ce gène (Chen et al., 2007a). Une étude 
sur les loci de susceptibilité au cancer du sein a identifié deux nouvelles régions dont une 
contenant le gène SLC4A7 (Ahmed et al., 2009). L’expression d’un récepteur ErbB2 
constitutivement actif, souvent retrouvé dans des cancers du sein, induit une augmentation de 
l’expression de NBCn1 (Lauritzen et al., 2010). L’expression du gène SLC4A4 codant pour le 
transporteur NBCe1 est diminuée dans des cancers de la thyroïde (Kim et al., 2010). Ce 
transporteur est également retrouvé dans des cancers du rein où son expression est située au 
niveau de la membrane plasmique mais aussi dans les compartiments intracellulaires alors 
qu’il se situe seulement à la membrane plasmique de tissus rénaux non cancéreux (Yamada et 
al., 2003). Il semble impliqué dans les phénomènes de chimiorésistance (Mencia et al., 2011). 
L’implication de ces transporteurs dans les propriétés de prolifération ou d’invasivité des 
cellules cancéreuses reste à étudier. 
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D. Influence du pH et de ses régulateurs dans les invadopodes 
et podosomes 
 
Le pH intracellulaire et extracellulaire ainsi que sa régulation sont fortement impliqués dans 
les propriétés d’invasivité des cellules cancéreuses et dans le développement de métastases. 
L’étude des invadopodes, structures responsables d’une dégradation focalisée et intense de la 
matrice extracellulaire par les cellules cancéreuses, est un champ nouveau et en constante 
progression pour la compréhension des mécanismes de l’invasivité cellulaire.  
La revue suivante décrit les connaissances actuelles concernant le rôle du pH et de ses 
régulateurs dans l’activité des invadopodes des cellules cancéreuses et des structures proches 
dans les cellules non cancéreuses que sont les podosomes. 
 
pH regulators in invadosomal functioning: Proton delivery for matrix tasting. 
BRISSON L., RESHKIN S.J., GORÉ J. & ROGER S. 
Eur J Cell Biol. 2012 Jun 4. [Epub ahead of print] 
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III. Canaux sodiques dépendants du voltage et 
invasivité des cellules cancéreuses 
Depuis la fin des années 1980, le rôle des canaux ioniques dans les cancers a été mis en 
évidence. L’expression ou le fonctionnement de canaux ioniques est retrouvée altérée dans de 
nombreux cancers tels que les leucémies, les lymphomes, les gliomes, les neuroblastomes ou 
encore les cancers du sein, de la prostate, du poumon ou du colon. Leur implication dans les 
propriétés des cellules cancéreuses est très variée allant d’un rôle dans la prolifération, 
l’apoptose, le contrôle du volume cellulaire à une augmentation des propriétés de migration et 
d’invasivité des cellules cancéreuses (Arcangeli et al., 2009; Arcangeli and Yuan, 2011; 
Becchetti, 2011; Conti, 2007; Cuddapah and Sontheimer, 2011; Fiske et al., 2006; Fraser and 
Pardo, 2008; Kunzelmann, 2005; Le Guennec et al., 2007; Lehen'kyi et al., 2011; Schonherr, 
2005). Une revue récente met en perspective le rôle des canaux ioniques avec les propriétés 
des cellules cancéreuses décrites par Hanahan and Weinberg permettant ainsi de souligner 
l’implication de canaux ioniques dans toutes les grandes propriétés des cellules cancéreuses 
(Prevarskaya et al., 2010). De par leur implication croissante dans la formation et le 
développement des cancers mais aussi leur accessibilité due à leur présence au niveau de la 
membrane plasmique, l’étude du rôle des canaux ioniques est devenu un champ prometteur 
dans le domaine du cancer. Une meilleure compréhension de leur rôle permettrait le 
développement de nouveaux outils diagnostiques ou thérapeutiques dans la prise en charge du 
cancer. 
 
A. Canaux sodiques dépendants du voltage 
Les canaux sodiques dépendants du voltage NaV catalysent le transport de sodium vers le 
milieu intracellulaire selon son gradient de concentration suite à une dépolarisation 
membranaire. Ils sont exprimés dans des cellules excitables où ils participent à la formation et 
à la propagation du potentiel d’action mais aussi dans des cellules dites non-excitables où ils 
régulent de multiples fonctions cellulaires. Leur activité est dépendante du voltage 
membranaire et peut être régulée par de nombreux signaux intracellulaires. L’expression de 
canaux sodiques dépendants du voltage a récemment été retrouvée dans des cellules 
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cancéreuses épithéliales et une participation au phénomène d’invasivité cellulaire leur a été 
attribuée. 
 
1. Structure et fonctionnement 
Depuis les travaux de Hodgkin et Huxley (Hodgkin and Huxley, 1952), les canaux sodiques 
dépendants du voltage sont caractérisés par leur sélectivité pour les ions sodium, une 
activation dépendante du voltage et des cinétiques rapides d’activation et d’inactivation. Ces 
canaux sont composés d’une sous-unité principale α associée à une ou plusieurs sous-unités β 
dites auxiliaires ou régulatrices (Beneski and Catterall, 1980).  
 
a) Sous-unité principale α  
Les canaux NaV ont été les premiers membres de la famille des canaux ioniques découverts 
alors que la mise en évidence de la structure tridimensionnelle de la sous-unité principale par 
cristallographie n’est que très récente et seulement obtenue pour un canal bactérien (Payandeh 
et al., 2011). La sous-unité α, constituée d’environ 2000 acides aminés, contient tous les 
éléments nécessaires au fonctionnement du canal sodique dépendant du voltage : le pore, le 
filtre de sélectivité, le senseur de voltage, la boucle d’inactivation ainsi que les sites impliqués 
dans la régulation pharmacologique de l’activité du canal. Le clonage et le séquençage de la 
sous-unité α ont permis de démontrer que son expression seule permet d’avoir un canal 
fonctionnel bien qu’elle soit en condition native associée aux sous-unités β (Goldin et al., 
1986; Noda et al., 1986).  
Chez les mammifères, il existe 10 gènes codants pour 9 isoformes de canaux sodiques 
dépendants du voltage fonctionnellement caractérisées et une dixième isoforme particulière 
dont le rôle n’est pas encore totalement élucidé. Une nomenclature a été définie afin de 
clarifier les différentes dénominations données aux canaux sodiques dépendants du voltage. 
Cette nomenclature attribue aux différentes isoformes les noms de NaV1.1 à 1.9 et NaX pour 
l’isoforme particulière : Na pour l’ion perméant, V pour la sensibilité au voltage suivie de la 
famille et du membre de la famille allant de 1.1 à 1.9 puisqu’il n’existe actuellement qu’une 
seule famille décrite comprenant 9 isoformes (Goldin et al., 2000). 
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Des études phylogénétiques ont permis de mieux comprendre les différences pouvant exister 
entre ces différentes isoformes (Goldin et al., 2000). Il s’agit des canaux ioniques provenant 
d’un stade d’évolution récent comparé aux autres canaux ioniques tout comme les canaux 
calciques dépendants du voltage qui possèdent une structure similaire. Les canaux NaV sont 
très conservés entre invertébrés et vertébrés indiquant que l’établissement de leur structure a 
eu lieu avant la séparation de ces deux embranchements (Plummer and Meisler, 1999). Au 
contraire des canaux potassiques dépendants du voltage qui s’assemblent en 4 sous-unités 
pour former un canal fonctionnel, les canaux NaV et CaV ont une structure en une seule sous-
unité formée de 4 domaines identiques aux sous-unités des canaux potassiques. Cette 
organisation en domaines répétés provient probablement de duplications à partir d’un ancêtre 
commun d’une structure proche de celle des canaux potassiques dépendants du voltage. Ces 
différentes analyses ont permis de séparer les isoformes de NaV en 4 groupes. Le premier 
groupe contient les gènes codant pour les canaux sodiques neuronaux NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3 
et NaV1.7 situés sur le chromosome 2 et possédant des caractéristiques similaires en termes de 
séquence, de cinétiques, de sensibilité à un inhibiteur pharmacologique, la tétrodotoxine 
(TTX), qui est de l’ordre du nanomolaire et de distribution puisqu’ils sont tous exprimés au 
niveau du système nerveux central. Le deuxième groupe contient les gènes codants pour les 
isoformes NaV1.5, NaV1.8 et NaV1.9 situés sur le chromosome 3. Bien qu’ils partagent 75 % 
de leur séquence avec les isoformes précédentes, des modifications de certains acides aminés 
leur confèrent différentes sensibilités à la TTX. Il a été montré que dans l’isoforme cardiaque 
NaV1.5, le changement d’un seul acide aminé phénylalanine en une cystéine sur la région du 
pore du domaine I est responsable d’une diminution de 200 fois de la sensibilité à la TTX par 
rapport aux canaux sodiques présents sur le chromosome 2 (Satin et al., 1992). Pour les 
isoformes NaV1.8 et NaV1.9 exprimées au niveau du système nerveux périphérique, une 
modification de la même phénylalanine en une sérine au lieu de la cystéine présente dans 
l’isoforme NaV1.5 induit une résistance à la TTX encore plus importante (Sivilotti et al., 
1997). Les isoformes NaV1.4 (muscle squelettique) et NaV1.6 (système nerveux central) 
constituent à eux seuls les 3èmes et 4èmes groupes. Leur structure est relativement proche de 
celle des isoformes du premier groupe présentant 84 % d’homologie de séquence et une 
sensibilité à la TTX de l’ordre du nanomolaire mais ont une distance phylogénétique plus 
grande ce qui coïncide avec leur localisation distante : NaV1.4 sur le chromosome 11 et 
NaV1.6 sur le chromosome 15. La 10ème isoforme NaX située sur le chromosome 2 est plus 
éloignée en séquence et plus loin d’un point de vue de l’évolution. Il est suggéré qu’elle ne 
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fonctionne pas comme un canal dépendant du voltage mais plutôt comme un détecteur de sel 
(Hiyama et al., 2002; Watanabe et al., 2000). 
Les 10 isoformes de sous-unités α présentent toutes une structure en 4 domaines répétés (I-IV) 
contenant chacun 6 segments transmembranaires (S1-S6) et sont d’une taille d’environ 
260 kDa (Figure 12). Au sein de ces domaines, les segments S1 à S4 sont responsables de la 
sensibilité au voltage, les segments S5, S6 ainsi que la boucle les reliant constituent le pore du 
canal et son filtre de sélectivité. Des boucles courtes intracellulaires ou extracellulaires relient 
les segments transmembranaires entre eux, celle située entre les segments S5 et S6 étant la 
plus longue et entrant dans le pore du coté extracellulaire. Les domaines sont également reliés 
entre eux par des boucles plus longues que celles localisées entre les segments et sont le site 
de régulations intracellulaires. Les domaines N- et C-terminaux sont situés dans la partie 
intracellulaire et sont également impliqués dans la régulation de l’activité du canal par des 
signaux intracellulaires. 
 
Figure 12 : Structure des canaux sodiques dépendants du voltage.  
 d’après Brackenbury and Isom, 2011. 
 
Bien que le canal sodique dépendant du voltage soit le premier canal découvert, la résolution 
de sa structure par cristallographie n’est que récente et arrive plus de 10 ans après celle d’un 
canal potassique procaryote par l’équipe de MacKinnon qui lui a valu un prix Nobel de 
chimie en 2003 (Doyle et al., 1998). La récente cristallisation du canal sodique bactérien 
NaVAb à une résolution de 2,7 Å a permis d’apporter de nouveaux éléments concernant le 
fonctionnement des canaux sodiques dépendants du voltage (Payandeh et al., 2011). En 
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revanche, ce canal bactérien n’est pas
faisant de ce canal un modèle proche des canaux Na
notamment concernant l’inactivation
central entouré de 4 modules permettant la formation du pore
et de la boucle les reliant. Chaque module permettant la formation du pore est associé à un 
module permettant la détection du voltag
Figure 13 : Structure tridimensionnelle du canal so
d’après Payandeh et al., 2011.  
 
La découverte des sites de fixation de la tétrodotoxine, toxine bloquant le pore du canal, 
boucle entre les segments S5 et S6 
boucle située entre eux étaient
et al., 1991). Des mutations sur ces mêmes acides aminés 
TTX sont capables de modifier la sélectivité du canal et 
(Heinemann et al., 1992). Le pore est donc formé des segments S5 et S6 ainsi que de la 
boucle qui rentre dans la partie transmembranaire du canal et constitue le filtre de sélectivité. 
Le pore se compose d’un grand entonnoir à l’extérieur, 
cavité centrale entourée par le segment S6 et remplie
d’activation intracellulaire à l’extrémité du segment S6
Au contraire des canaux potassiques qui ne font pas intervenir de molécu
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peut alors atteindre la cavité centrale et passer dans le compartiment intracellulaire lorsque la 
porte d’activation est ouverte (Figure 14) (Payandeh et al., 2011).  
 
Figure 14 : Structure du pore et du filtre de sélectivité du canal sodique dépendant du voltage 
bactérien NaVAb.  
d’après Payandeh et al., 2011. 
 
Le mécanisme par lequel les canaux dépendants du voltage sont capables de détecter un 
changement de potentiel lors de l’activation est encore sujet à controverse. Depuis les 
premiers travaux de Hodgkin et Huxley (Hodgkin and Huxley, 1952), il est prédit que 
l’activation des canaux par le potentiel implique des mouvements de charges qui après leur 
mesure ont été estimés à un mouvement de 12 à 16 charges positives vers l’extérieur lors de 
l’activation des canaux potassiques et sodiques (Bezanilla, 2000). Le segment S4 est composé 
d’un motif hautement conservé formé de 4 résidus d’acides aminés chargés positivement 
(souvent arginine) espacés de 2 résidus d’acides aminés hydrophobes. Il existe deux modèles 
principaux pour expliquer le mouvement de ces charges au cours d’une dépolarisation (Figure 
15) (Elinder et al., 2007). Dans le modèle « sliding helix » le segment S4 est en position 
transmembranaire à l’état fermé et effectue lors de l’activation par une dépolarisation un 
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mouvement hélicoïdal à l’aide de charges négatives situées sur les segments S2 et S3 
adjacents (Catterall, 1986; Guy and Seetharamulu, 1986). La cristallisation du canal KVAP a 
remis en question le précédant modèle à cause d’une localisation surprenante du segment S4 
ce qui a conduit à proposer le modèle « paddle » (Jiang et al., 2003). Dans ce modèle, le 
segment S4 est situé près de la surface intracellulaire à l’état fermé et se déplace telle une 
pagaie à travers la bicouche lipidique lors de l’activation. Ces deux modèles possèdent 
comme différence majeure les interactions qui ont lieu durant l’activation : des interactions 
protéiques dans le modèle « sliding helix » ou des interactions lipidiques dans le modèle 
« paddle ».  
 
Figure 15 : Modèles du mécanisme du mouvement du segment S4 lors d’une dépolarisation. 
d’après Elinder et al., 2007. 
 
Depuis l’établissement de ces deux modèles, de nombreux arguments en faveur du modèle 
« sliding helix » ont émergé (Catterall, 2010b). Dans ce modèle, le segment S4 doit être en 
position transmembranaire à l’état fermé et à l’état activé. Cette position transmembranaire du 
segment S4 des canaux NaV a été confirmée par des études de fixation de toxines de scorpion 
qui se fixent sur la boucle S3-S4 à la fois à l’état fermé mais aussi à l’état activé (Cestele et 
al., 2006; Wang et al., 2011; Zhang et al., 2011). La stabilisation des charges positives dans 
une configuration transmembranaire est effectuée par des liaisons ioniques avec des résidus 
chargés négativement sur les segments S1, S2 ou S3 de leur environnement. Des mutations 
sur des arginines du segment S4 de canaux sodiques réduit l’activation dépendante du voltage 
confirmant l’implication de ces charges dans le mécanisme d’activation par le voltage (Kontis 
et al., 1997; Stuhmer et al., 1989). Le mouvement des charges vers l’extérieur est catalysé par 
l’échange de ces liaisons ioniques. Il a été montré par différents types d’études que le segment 
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S4 des canaux NaV se déplaçait vers l’extérieur dans un mouvement de rotation lors d’une 
dépolarisation membranaire (Yang and Horn, 1995; Yang et al., 1996). La démonstration de 
la formation de liaisons ioniques et de leur échange lors de l’activation a également été faite 
sur un canal sodique bactérien (DeCaen et al., 2008; DeCaen et al., 2009; DeCaen et al., 
2011). Le mécanisme permettant l’ouverture du pore à partir du mouvement du système de 
détection du voltage est encore peu connu. Le lien le plus simple entre le système de senseur 
et le pore est la boucle reliant les segments S4 et S5 qui permettrait de communiquer 
l’activation par le voltage au pore pour permettre son ouverture par une force sur le segment 
S5. Un seul point de contact n’est pas suffisant à l’établissement d’une force nécessaire pour 
ouvrir le pore. D’autres points de contact ont été mis en évidence et pourraient servir à 
l’ouverture du pore (Broomand et al., 2003; Gandhi et al., 2003; Lee et al., 2009). 
L’ouverture du pore du canal pourrait être effectuée par un fléchissement au niveau d’une 
région du segment S6 composée d’un résidu glycine (Zhao et al., 2004).  
Les canaux NaV sont caractérisés par une inactivation rapide qui apparaît après l’activation du 
canal et dont la cinétique dépend de l’isoforme du canal. Les premières indications sur le 
mécanisme de l’inactivation rapide des canaux sodiques dépendants du voltage ont été faites 
par la découverte de l’implication d’un composant de la protéine situé sur la face 
intracellulaire du canal (Armstrong et al., 1973). Il a ensuite été précisé que le domaine 
responsable de l’inactivation rapide était situé sur la boucle reliant les domaines III et IV et 
que cette porte d’inactivation pouvait se replier et bloquer le pore durant l’inactivation 
(Vassilev et al., 1988). Cette boucle intracellulaire d’inactivation est composée d’un motif 
hydrophobe isoleucine phénylalanine méthionine (IFM) nécessaire pour maintenir l’état fermé 
de la porte d’inactivation (Figure 16) (West et al., 1992). Un peptide contenant ce motif est 
capable de restaurer l’inactivation de canaux mutants (Eaholtz et al., 1994). Quelques 
millisecondes après l’activation, la boucle se replie au niveau de résidus glycine et proline 
pour interagir avec le pore et bloquer la conductance (Kellenberger et al., 1997). L’analyse de 
cette porte d’inactivation par RMN a permis de montrer qu’elle contenait une structure de 
type hélice α précédée par deux boucles qui déploient le motif IFM hautement conservé dans 
les 10 isoformes de NaV pour bloquer l’ouverture du pore (Rohl et al., 1999; West et al., 
1992). La porte d’inactivation rapide n’est pas présente dans le canal NaVAb du fait de sa 
structure en homo-tétramère, des études structurales sur des canaux de mammifères sont 
nécessaires afin de mieux connaître sa structure tridimensionnelle. 
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Figure 16 : Modèle du mécanisme d’inactivation rapide des canaux sodiques dépendants du 
voltage. 
 d’après Yu and Catterall, 2003. 
 
Les canaux sodiques dépendants du voltage possèdent en plus de la composante rapide de 
l’inactivation, une inactivation plus lente dont le mécanisme n’est pas clairement établi (Vilin 
and Ruben, 2001). Le canal sodique bactérien NaVAb bien que ne possédant pas 
d’inactivation rapide, possède une inactivation similaire à l’inactivation lente des canaux 
exprimés chez les mammifères. La très récente cristallisation du canal sodique bactérien 
NaVAb dans un état inactivé a permis d’identifier des changements structuraux au niveau du 
pore et du filtre de sélectivité qui pourraient être impliqués dans l’inactivation lente des 
canaux sodiques dépendants du voltage (Payandeh et al., 2012). 
 
b) Sous-unités β  
La purification et la caractérisation des canaux sodiques dépendants du voltage a permis de 
mettre en évidence la présence d’une sous-unité α associée à une ou plusieurs sous-unités β 
auxiliaires (Beneski and Catterall, 1980). La famille des sous-unités auxiliaires des canaux 
NaV comprend 4 membres β1, β2, β3, et β4. Obtenues par purification chez le rat, les deux 
premières isoformes identifiées ont été β1 et β2 d’une masse moléculaire de 39 et 37 kDa 
respectivement (Hartshorne and Catterall, 1984). Deux nouvelles isoformes ont été identifiées 
plus récemment par des analyses génomiques β3 (Morgan et al., 2000) et β4 (Yu et al., 2003). 
Ces protéines sont formées d’un segment transmembranaire, d’un court domaine C-terminal 
intracellulaire et d’un grand domaine N-terminal extracellulaire de structure similaire à la 
Revue bibliographique 
 
  
118 sur 337 
 
 
chaîne variable des immunoglobulines (Figure 12) (Isom et al., 1992; Isom et al., 1995a; 
Morgan et al., 2000; Yu et al., 2003). Les sous-unités β interagissent avec la sous-unité α à 
travers leur domaine similaire aux immunoglobulines. Les sous-unités β1 et β3 qui sont les 
plus proches en séquence d’acides aminés interagissent avec la sous-unité α de manière non 
covalente alors que les sous-unités β2 et β4 également proches en séquence entre elles 
interagissent avec la sous-unité α par des ponts disulfures. Il existe une nouvelle isoforme β1B 
variant d’épissage de β1 différente des autres sous-unités (Qin et al., 2003). Cette isoforme 
possède le même domaine immunoglobuline mais elle n’a pas de segment transmembranaire 
et serait une sous-unité soluble (Patino et al., 2011). 
Les sous-unités β sont capables de moduler l’adressage des canaux sodiques NaV ainsi que 
leurs cinétiques d’activation et d’inactivation et sont impliquées en cas de mutations dans des 
pathologies telles que l’épilepsie ou des arythmies cardiaques (Abriel, 2010; Brackenbury and 
Isom, 2011; Chen et al., 2002; Isom et al., 1995b). De la même manière que les autres 
protéines possédant un domaine semblable aux immunoglobulines, les sous-unités β ont un 
rôle de molécules d’adhésion. Elles sont capables d’interagir avec des protéines de la matrice 
extracellulaire ou des protéines d’adhésion cellulaire (McEwen et al., 2009; Ratcliffe et al., 
2001; Srinivasan et al., 1998). Les différents rôles des sous-unités β sont variés et dépendent 
de l’isoforme de sous-unité α, β et du type cellulaire. Les sous-unités β sont fortement 
exprimées dans les cellules excitables mais sont également retrouvées dans des cellules non 
excitables et des lignées de cellules cancéreuses mammaires ou prostatiques où il est proposé 
qu’elles participent à l’adhésion et à la migration des cellules mais aussi à l’expression de la 
sous-unité α (Chioni et al., 2009; Diss et al., 2008). 
 
2. Pharmacologie 
L’étude des canaux sodiques dépendants du voltage a été facilitée par la découverte d’agents 
pharmacologiques bloquant ou modulant l’activité de ces canaux. L’étude des sites de fixation 
de toxines sur la sous-unité α ont permis de grandes avancées concernant l’identification de la 
structure du canal permettant son fonctionnement. Les canaux sodiques dépendants du voltage 
possèdent sur leur sous-unité α neuf sites de fixation pour des toxines ou des molécules 
pharmacologiques qui peuvent être classés en trois groupes selon leur mode d’action (Anger 
et al., 2001; Cestele and Catterall, 2000). Ces toxines peuvent réduire le courant par blocage 
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du pore ou modifier les propriétés de dépendance au voltage du canal en se fixant sur des 
domaines intramembranaires ou extracellulaires. Les toxines se fixant sur le site n°1 ont une 
action de réduction du courant par blocage du pore. Ce site situé sur la boucle entre les 
segments S5 et S6 formant le pore est occupé par la fixation de tétrodotoxine, de saxitoxine et 
de µ-conotoxine qui agissent sur la face extracellulaire du pore. Les anesthésiques locaux et 
anti-convulsivants se fixent dans la partie intracellulaire du pore et bloquent le transport de 
sodium directement. Les toxines (hydrophobes) modifiant la dépendance du canal au voltage 
en se fixant sur des domaines transmembranaires, se fixent sur les sites 2 et 5. Le site n°2 est 
occupé par des toxines telles que la grayanotoxine, la batrachotoxine ou encore la vératridine 
qui se fixent sur le canal dans un état activé et induisent un blocage de l’inactivation du canal 
conduisant à l’activation d’un courant persistant. Les segments S6 des domaines I et IV sont 
impliqués dans l’effet de la batrachotoxine (Linford et al., 1998; Trainer et al., 1996). Les 
toxines du site n°5 induisent un courant persistant de la même manière que celles du site n°2. 
Les segments S6 du domaine I et S5 du domaine IV sont impliqués dans la fixation de la 
brevetoxine (Trainer et al., 1991). Les sites 3, 4 et 6 sont situés sur des boucles 
extracellulaires et diminuent ou bloquent l’inactivation. Les toxines se fixant sur les sites 7 et 
8 inhibent l’activation du courant. 
La toxine la plus utilisée pour bloquer le fonctionnement des canaux sodiques dépendants du 
voltage est la tétrodotoxine (TTX). Cette toxine initialement extraite des poissons de la 
famille des Tetraodontidae, concentrée dans les ovaires et le foie, est également retrouvée 
dans d’autres espèces animales (Noguchi and Arakawa, 2008). Elle n’est pas produite par ces 
espèces mais par des bactéries symbiotiques des espèces pseudomonas et vibrio. La TTX est 
une toxine se fixant spécifiquement sur les canaux NaV bloquant physiquement le passage des 
ions à travers le pore (Lee and Ruben, 2008). Cette toxine a permis la classification des 
canaux NaV en fonction de leur sensibilité : les isoformes NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, NaV1.4, 
NaV1.6 et NaV1.7 sont sensibles à des concentrations de TTX de l’ordre du nanomolaire et 
sont dites TTX sensibles (TTX-S), alors que les isoformes NaV1.5, NaV1.8 et NaV1.9 sont 
inhibées par de plus fortes concentrations de TTX de l’ordre du micromolaire et sont dites 
TTX résistantes (TTX-R). Des mutations sur le site n°1 de fixation des neurotoxines sont 
responsables de ces différentes sensibilités à la TTX (Satin et al., 1992; Sivilotti et al., 1997). 
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Figure 17 : Régulation des canaux sodiques dépendants du voltage.
D’après Shao et al., 2009. 
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transcriptionnel sur la sous-unité α du canal NaV1.5 a été faite par l’étude d’une molécule 
utilisée comme anti-arythmique de classe IB, la mexiletine. L’utilisation chronique de cette 
molécule, qui bloque le canal sodique dépendant du voltage cardiaque NaV1.5, induit le 
développement de résistances dues à l’augmentation de la quantité d’ARNm de NaV1.5 et du 
nombre de canaux membranaires (Duff et al., 1992; Ruan et al., 2010; Taouis et al., 1991). 
Ces données indiquent une régulation de la transcription ou de la stabilité des ARNm de 
NaV1.5 en réponse à l’inhibition de l’activité de la protéine ainsi qu’une régulation de la 
localisation de la protéine. Des études précisent que la concentration en calcium intracellulaire 
est impliquée dans cette augmentation d’expression des ARNm de NaV1.5 (Chiamvimonvat et 
al., 1995; Duff et al., 1992). Des modifications de concentration calcique peuvent être 
retrouvées dans certaines pathologies notamment dans l’infarctus du myocarde où une 
diminution de l’expression des ARNm de NaV1.5 a été observée (Huang et al., 2001). 
Des études menées sur les promoteurs des gènes codants pour les différentes isoformes de 
canaux sodiques dépendants du voltage et notamment NaV1.5 ont permis de mieux 
caractériser leur promoteur et d’identifier des séquences régulatrices (Shang and Dudley, 
2005; Yang et al., 2004). Il a été montré qu’un facteur de transcription REST (RE-l-silencing 
transcription factor) exprimé dans les tissus non-neuronaux réprime l’expression de nombreux 
gènes spécifiques des neurones dont l’isoforme de canal sodique NaV1.2 (Chong et al., 1995).  
 
b) Adressage à la membrane et recyclage 
L’expression des canaux sodiques NaV peut également être régulée lors de son adressage à la 
membrane ou de son recyclage. La protéine NaV1.5 possède des sites RXR, connus pour être 
des signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique, situés sur la boucle entre les 
domaines I et II. La phosphorylation du canal NaV1.5 par la Protéine Kinase A (PKA) induit 
une augmentation du courant sodique NaV par une induction de l’adressage du canal à la 
membrane plasmique et la mutation des sites RXR inhibe cet effet (Hallaq et al., 2006; Zhou 
et al., 2002). La protéine P11 (annexin II light chain) faisant partie de la famille des protéines 
fixant le calcium est capable d’interagir spécifiquement avec le canal NaV1.8 sur sa boucle N-
terminale et d’induire sa localisation au niveau de la membrane plasmique (Okuse et al., 
2002; Poon et al., 2004).  
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Les ankyrines, famille de protéines adaptatrices composée de 3 isoformes reliant les protéines 
membranaires au cytosquelette, sont également impliquées dans la régulation de la 
localisation membranaire des canaux NaV. L’ankyrine G interagit avec le canal NaV1.5 et son 
expression est nécessaire à une localisation correcte des protéines NaV1.5. Un motif de 9 
acides aminés permettant l’interaction avec l’ankyrine G a été identifié sur la boucle entre les 
domaines II et III et est retrouvé conservé dans toutes les isoformes de canaux NaV (Lemaillet 
et al., 2003). Une mutation dans ce motif est associée au syndrome Brugada, maladie 
génétique rare due à une altération du fonctionnement du NaV1.5 et causant des arythmies 
cardiaques graves. Cette mutation empêche l’interaction entre ankyrine G et NaV1.5 et la 
bonne localisation du canal sodique au niveau des disques intercalaires des myocytes (Mohler 
et al., 2004). L’ankyrine B semble également impliquée dans la localisation des canaux NaV. 
Des souris knockout pour l’ankyrine B ont une densité de courants sodiques dépendants du 
voltage plus faible comparée aux contrôles et ces courants présentent des propriétés 
électrophysiologiques différentes avec une activation et une inactivation à des potentiels plus 
hyperpolarisés (Chauhan et al., 2000). L’hypothèse d’un arrangement du cytosquelette 
anormal qui modifierait les cinétiques du canal a été proposée. Des mutations de type perte de 
fonction sur le gène codant pour l’ankyrine B sont associées à un syndrome d’arythmies 
cardiaques LQT4 (long QT 4) (Mohler et al., 2003). Le rôle du cytosquelette dans le 
fonctionnement des canaux sodiques a également été mis en évidence à l’aide de 
cytochalasine D qui interfère avec la polymérisation de l’actine. Le traitement de myocytes 
cardiaques par de la cytochalasine D réduit le courant sodique dépendant du voltage et 
diminue la cinétique d’inactivation (Undrovinas et al., 1995).  
La régulation de la localisation des canaux sodiques NaV1.5 peut également faire intervenir 
des protéines présentes dans le complexe protéique associé à la dystrophine (dystrophin 
associated protein complex DAPC). Ce complexe protéique est un lien entre la matrice 
extracellulaire et le cytosquelette d’actine. Il participe à la structure de la membrane 
plasmique, à l’homéostasie ionique et à la signalisation transmembranaire. Le canal sodique 
NaV1.5 via son domaine PDZ interagit avec le complexe syntrophine-dystrophine (Gavillet et 
al., 2006). Des souris déficientes pour la syntrophine ont une quantité de protéines NaV1.5 et 
un courant sodique dépendant du voltage diminués alors que la quantité d’ARNm n’est pas 
modifiée. Dans les cardiomyocytes, les interactions sont différentes en fonction de la 
localisation du canal NaV1.5 : les canaux localisés au niveau des membranes latérales sont co-
localisés avec le complexe syntrophine-dystrophine alors que les canaux présents dans les 
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disques intercalaires sont associés à une protéine de la famille MAGUK (membrane 
associated guanylate kinase) (Petitprez et al., 2011). Des mutations sur le gène de la 
syntrophine ont été retrouvées chez des patients présentant des syndromes de LQT (Ueda et 
al., 2008; Wu et al., 2008a). 
 Le cytosquelette et son interaction avec les canaux sodiques dépendants du voltage apparaît 
donc comme essentiel pour le fonctionnement des canaux NaV. Un défaut de localisation des 
canaux NaV1.5 semble impliqué dans plusieurs pathologies cardiaques. En revanche, 
l’influence des courants sodiques sur la polymérisation de l’actine n’a pas été démontrée mais 
sera discutée dans la suite de cette thèse. 
Le nombre de canaux présents au niveau de la membrane cellulaire peut également être régulé 
par leur recyclage ou leur dégradation. Les ubiquitine ligases de la famille Nedd4 possèdent 
des motifs WW capables de reconnaître les protéines contenant des domaines PY pour leur 
ajouter une ubiquitine. Les protéines polyubiquitinylées sont dégradées par le protéasome. 
Parmi les 10 isoformes des sous-unités α des canaux sodiques dépendants du voltage, seules 
NaV1.4 et NaV1.9 ne possèdent pas de motif PY sur leur boucle C-terminale. Ces motifs 
peuvent interagir avec Nedd4 et Nedd4-2 (Fotia et al., 2004). En présence de la protéine 
Nedd4-2 le courant NaV1.5 ainsi que sa distribution à la membrane sont diminués sans 
modifier ses propriétés électrophysiologiques (Rougier et al., 2005; van Bemmelen et al., 
2004). Ces résultats sont corroborés par l’observation d’une augmentation de l’expression 
protéique du canal NaV1.5 et de son courant lors d’une inhibition du protéasome (Kang et al., 
2009). 
 
c) Régulation de l’activité des canaux sodiques dépendants du 
voltage par des interactions protéiques et des phosphorylations 
Les canaux sodiques dépendants du voltage possèdent de multiples sites d’interactions 
protéiques et de phosphorylations responsables de leur régulation (Figure 17). La sous-unité α 
des canaux NaV est le site de phosphorylations par la protéine kinase A (PKA) et la protéine 
kinase C (PKC), et ces phosphorylations sont impliquées dans la régulation de l’activité du 
canal (Scheuer, 2011). Plusieurs sites de phosphorylation par la PKA sont situés sur la boucle 
entre les domaines I et II (Smith and Goldin, 1996) et induisent des effets variés en fonction 
de la sous-unité impliquée. Une AKAP (A-kinase anchor protein) permet le ciblage de la PKA 
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sur la sous-unité du canal (Few et al., 2007; Tibbs et al., 1998). Trois sites de phosphorylation 
par la PKA sont situés sur la sous-unité α NaV1.5 au niveau de la boucle entre les domaines I 
et II. La phosphorylation de la PKA augmente le courant sodique (Lu et al., 1999) et induit un 
décalage des courbes d’activation et d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés 
(Ono et al., 1993). Les sites de phosphorylation par la PKA sont situés à proximité du motif 
RXR responsable de la rétention de la protéine dans le réticulum endoplasmique. Il est 
proposé que la phosphorylation du canal par la PKA masque le signal de rétention dans le 
réticulum endoplasmique et permet une augmentation de l’expression du canal au niveau de la 
membrane plasmique et donc l’augmentation de courant observée (Zhou et al., 2000). Des 
sites de phosphorylation par la PKC sont situés sur la boucle entre les domaines III et IV, 
responsable de l’inactivation du canal (West et al., 1991). Le courant NaV1.5 est réduit par 
une phosphorylation par la PKC (Qu et al., 1996). Il peut de plus exister des relations entre 
phosphorylation par la PKA et celle par la PKC (Cantrell et al., 1999). Une mutation sur le 
gène codant pour la GPDL1 (glycerol 3 phosphate dehydrogenase like protein), connue pour 
interagir avec le canal NaV1.5 est associée au syndrome de Brugada et à la mort subite du 
nourrisson (London et al., 2007; Van Norstrand et al., 2007; Weiss et al., 2002). L’effet de la 
mutation de la protéine GPDL1 pourrait passer par la phosphorylation du canal NaV1.5 par la 
PKC induisant une diminution du courant sodique dépendant du voltage (Valdivia et al., 
2009).  
L’activité des canaux sodiques NaV peut être également modulée par des tyrosines kinases. 
L’activation de la kinase Fyn, membre de la famille des Src tyrosine kinases, par l’insuline 
induit un décalage de l’inactivation vers des potentiels moins dépolarisés sans modifier la 
courbe d’activation. Cet effet est annulé par un inhibiteur de src kinases ou par une mutation 
sur la boucle reliant les domaines III et IV (Ahern et al., 2005). Des canaux sodiques 
phosphorylés sur des tyrosines ont été retrouvés sur des préparations de cœur de rat indiquant 
l’existence d’une telle régulation in vivo (Ahern et al., 2005). Ce mécanisme a été renforcé 
par l’observation de l’augmentation du courant NaV1.5 lors de la fixation d’EGF (Epidermal 
Growth Factor) sur son récepteur. Cette augmentation du courant est annulée par un inhibiteur 
du récepteur de l’EGF et potentialisée par un inhibiteur de PTP (protein tyrosine phosphatase) 
indiquant l’implication de phosphorylations de tyrosines et du récepteur EGFR possédant une 
activité tyrosine kinase (Liu et al., 2007a). La modulation de l’activité des canaux NaV par des 
tyrosines kinases est contrebalancée par des tyrosines phosphatases. Une analyse sur les 
interactions protéiques des 66 derniers acides aminés de la boucle C-terminale du canal 
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NaV1.5 a permis d’identifier une interaction avec la tyrosine phosphatase PTPH1 (protein 
tyrosine phosphatase 1). Cette phosphatase décale la courbe d’inactivation du courant NaV1.5 
vers des potentiels plus hyperpolarisés et cet effet dépend du domaine PDZ (Jespersen et al., 
2006). La balance entre phosphorylation de résidus tyrosine du NaV1.5 et tyrosine 
phosphatases est capable de réguler l’inactivation du canal. Certaines isoformes de canaux 
sodiques dépendants du voltage peuvent également être régulées par des kinases de la famille 
des MAP kinases (Mitogen activated protein kinase) telles que ERK ou p38 MAPK qui ont 
des rôles variés selon les isoformes de canaux NaV (Scheuer, 2011).  
De nombreuses protéines sont capables d’interagir avec les canaux sodiques dépendants du 
voltage et de moduler leur activité (Abriel, 2010; Catterall, 2010a; Shao et al., 2009). Les 
protéines de la famille des FHF (fibroblast growth factor homologous factors) interagissent 
avec les canaux NaV (Goetz et al., 2009). La fixation de FHF1B sur le domaine C-terminal de 
NaV1.5 induit une inactivation à des potentiels plus hyperpolarisés (Liu et al., 2003). Une 
mutation sur le domaine de fixation de FHF1B sur le NaV1.5 empêchant sa fixation est 
associée au syndrome de LQT3 (Liu et al., 2003; Wehrens et al., 2000). 
Un motif IQ de fixation de la calmoduline est retrouvé sur toutes les isoformes de NaV dont 
NaV1.5 (Herzog et al., 2003). Alors que certaines études ne montrent pas d’effet de la fixation 
de la calmoduline sur le canal NaV1.5 (Deschenes et al., 2002), d’autres démontrent une 
augmentation de l’inactivation (Kim et al., 2004; Tan et al., 2002). La protéine kinase 
Ca2+/calmoduline-dépendante CaMKII interagit et phosphoryle les canaux NaV1.5 pour 
moduler leur activité (Wagner et al., 2006; Yoon et al., 2009). 
Les protéines de la famille de 14-3-3 sont connues pour se fixer sur les protéines 
membranaires et réguler leur localisation. Il a été montré que 14-3-3 interagit avec la boucle 
entre les domaines I et II de la sous-unité α du canal NaV1.5. Sa fixation induit un décalage de 
la courbe d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés sans modification de 
l’activation (Allouis et al., 2006). Ces résultats mettent en évidence un rôle de 14-3-3 autre 
que la régulation de la localisation des protéines membranaires, dans la modulation de leurs 
propriétés.  
D’autres protéines telles que la telethonin (Mazzone et al., 2008), MOG1 (Wu et al., 2008b) 
ou encore la Plakophilin (Sato et al., 2009) sont connues pour interagir avec le NaV1.5 et 
modifier son activité.  
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Enfin, dans les cardiomyocytes les canaux sodiques NaV1.5 sont retrouvés dans des domaines 
membranaires enrichis en cavéoline. La cavéoline-3 interagit avec le canal NaV1.5 et permet 
d’augmenter son activité (Yarbrough et al., 2002). Des mutations dans le gène codant pour la 
cavéoline-3 sont impliquées dans le syndrome du LQT 9 (Vatta et al., 2006) et dans la mort 
subite du nourrisson (Cronk et al., 2007). 
 
Les canaux sodiques apparaissent donc comme des protéines situées dans des macro-
complexes membranaires liés au cytosquelette et aux radeaux lipidiques. Leur présence dans 
ces complexes permet une régulation de leur activité. 
 
B. Rôle des canaux sodiques dépendants du voltage dans les 
cellules non excitables 
En plus de leur rôle dans les cellules excitables où les canaux sodiques dépendants du voltage 
sont responsables de la dépolarisation et de la propagation du potentiel d’action, l’expression 
de ces canaux a été retrouvée dans de nombreuses cellules non excitables où ils participent à 
des mécanismes variés. 
 
1. Rôle physiologique dans les cellules non excitables 
Les canaux sodiques sont exprimés dans les cellules neuronales où ils participent à 
l’excitabilité cellulaire mais sont également retrouvés dans des cellules gliales telles que la 
microglie (Chiu et al., 1984) et les astrocytes (Sontheimer and Waxman, 1992). Il a été 
montré dans un modèle de sclérose en plaques (experimental autoimmune encephalomyelitis 
EAE) une augmentation de l’expression du canal NaV1.6 dans les cellules de la microglie où 
il participe à l’activation de ces cellules (Craner et al., 2005). L’inhibition des canaux NaV des 
cellules microgliales diminue la phagocytose, la libération de cytokines, la migration et 
l’invasivité (Black and Waxman, 2012).  
Des canaux sodiques dépendants du voltage sont exprimés dans des macrophages avec des 
répartitions différentes : l’isoforme NaV1.5 est située dans les endosomes tardifs et l’isoforme 
NaV1.6 est située dans le réticulum endoplasmique. NaV1.5 est impliqué dans la phagocytose 
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et participe à l’acidification des endosomes suite à l’activation des macrophages par le 
lipopolysaccharide (LPS) (Carrithers et al., 2007). De plus, le canal NaV1.6 est capable de 
réguler l’invasivité cellulaire par un effet sur la formation des podosomes de macrophages et 
des invadopodes de cellules de mélanomes (Carrithers et al., 2009). L’expression de 
l’isoforme NaV1.7 a été retrouvée dans des cellules dendritiques matures puis son expression 
est diminuée lors de la maturation (Zsiros et al., 2009). Les lymphocytes expriment également 
des canaux sodiques dépendants du voltage (DeCoursey et al., 1985) où ils sont connus pour 
participer à la prolifération cellulaire, la maturation, la régulation du volume cellulaire et 
l’apoptose (Roselli et al., 2006). De plus, il a été montré que l’inhibition des canaux NaV 
présents dans les cellules Jurkat, modèles de lymphocytes T humains, diminue leur invasivité 
(Fraser et al., 2004).  
Des canaux NaV ont été retrouvés dans des cellules endothéliales (Gordienko and Tsukahara, 
1994). Il a été montré que ces canaux participent à l’induction de ERK1/2 par les forces de 
cisaillement dans des cellules endothéliales ; le blocage de leur fonctionnement par un milieu 
sans sodium ou par la TTX diminue l’induction de ERK1/2 par les forces de cisaillement 
(Traub et al., 1999). Il a été précisé que les canaux NaV peuvent réguler les fonctions des 
cellules endothéliales HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) telles que la 
prolifération induite par le VEGF, la tubulogénèse et l’adhésion et que l’isoforme NaV1.5 
augmente l’activation de ERK1/2 induite par le VEGF (Andrikopoulos et al., 2011). 
Enfin, des courants sodiques dépendants du voltage sont retrouvés dans des fibroblastes 
(Bakhramov et al., 1995), des ostéoclastes (Gaspar et al., 1995), des ostéoblastes (Black et al., 
1995), des odontoblastes (Allard et al., 2006), des kératinocytes (Zhao et al., 2008) et des 
chondrocytes (Sugimoto et al., 1996). 
 
2. Rôle pathologique dans les cellules cancéreuses 
Différentes isoformes de NaV ont été mises en évidence dans des cellules de cancer de la 
prostate (Grimes et al., 1995), de cancer du poumon (Pancrazio et al., 1989; Roger et al., 
2007), de leucémies (Schlichter et al., 1986), de cancer du sein (Fraser et al., 2005; Roger et 
al., 2003), de mesothéliome (Fulgenzi et al., 2006), de neuroblastome (Urbano et al., 1997), 
de cancer du col de l’utérus (Diaz et al., 2007), et de mélanome (Allen et al., 1997) où elles 
participent principalement, lorsque cela a été étudié, au phénomène d’invasivité cellulaire.  
Revue bibliographique 
 
  
128 sur 337 
 
 
Des courants sodiques activés par le voltage ont initialement été mis en évidence dans des 
cellules de cancer de prostate de rat puis humaines (Grimes et al., 1995; Laniado et al., 1997). 
Dans les deux cas ces courants sont enregistrés dans des cellules cancéreuses fortement 
invasives mais pas dans des cellules faiblement invasives. L’inhibition de leur activité par la 
TTX réduit l’invasivité des cellules (Grimes et al., 1995; Laniado et al., 1997). Ces courants 
ont été caractérisés et sont dus à une isoforme TTX-sensible (Grimes and Djamgoz, 1998). Il 
semblerait qu’il s’agisse de l’isoforme neuronale NaV1.7 dans son variant d’épissage néonatal 
(Diss et al., 2001). Il existe par ailleurs une corrélation entre l’expression de ce canal NaV1.7 
et l’invasivité des cellules (Smith et al., 1998). Dans ces cellules cancéreuses prostatiques, le 
canal NaV1.7 en plus de son rôle dans l’invasivité semble être impliqué dans la galvanotaxie 
(Djamgoz et al., 2001), la sécrétion (Mycielska et al., 2003) et la motilité mais ne régule pas 
la prolifération cellulaire (Fraser et al., 2003). Des études sur l’expression de ce canal in vivo 
ont permis de proposer que l’expression de NaV1.7 pouvait être un marqueur de métastases 
dans les cancers de la prostate (Diss et al., 2005). Dans un modèle de tumeurs induites par 
l’injection de cellules cancéreuses prostatiques exprimant le canal NaV1.7 chez des rats, 
l’injection de TTX au niveau de la tumeur primaire diminue le nombre de métastases dans le 
foie et augmente la survie des rats sans modifier la masse de la tumeur primaire (Yildirim et 
al., 2012). 
L’activité du canal plus que l’isoforme semble importante pour réguler l’invasivité. En effet, 
la transfection de l’isoforme NaV1.4 dans des cellules de cancer de la prostate augmente 
l’invasivité de ces cellules (Bennett et al., 2004). 
Des canaux NaV dépendants du voltage ont également été retrouvés dans des cellules et 
biopsies cancéreuses mammaires (Fraser et al., 2005; Roger et al., 2003). Les cellules 
cancéreuses mammaires humaines hautement invasives de la lignée MDA-MB-231 expriment 
un canal sodique dépendant du voltage qui est fonctionnel et donne naissance à un courant 
sodique rapide. Ce courant peut seulement être enregistré dans les cellules MDA-MB-231 et 
non dans les cellules non cancéreuses MCF-10A ni dans les cellules cancéreuses mammaires 
faiblement invasives MCF-7 et MDA-MB-468 (Fraser et al., 2005; Roger et al., 2003). Le 
courant entrant est activé vers -55 mV, présente un maximum de courant à -5 mV et s’inverse 
vers + 60 mV correspondant au potentiel d’équilibre du sodium (Figure 18). La superposition 
des courbes de disponibilité et de conductance met en évidence une zone de potentiels de 
membrane où les canaux sont activables mais pas totalement inactivés (fenêtre de voltage, 
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domaine DI est dupliqué en tandem dans plusieurs isoformes de canaux NaV (Copley, 2004). 
Un épissage alternatif permet de déterminer quel exon sera présent ; l’exon situé en 5’ ou 
exon 6a est exprimé dans les tissus fœtaux et est remplacé après la naissance par l’exon situé 
en 3’ ou exon 6b (Fraser et al., 2005). L’isoforme NaV1.5 néonatale exprimée dans les 
cellules MDA-MB-231 possède l’exon 6a induisant une substitution de 7 acides aminés. Le 
canal néonatal présente une activation pour des potentiels plus dépolarisés, des cinétiques 
d’activation et d’inactivation plus lentes, un retour de l’inactivation plus lent et une 
diminution de la disponibilité du canal, comparé au courant NaV1.5 adulte (Onkal et al., 
2008). Cette isoforme pourrait être responsable de la sensibilité particulière à des bloqueurs 
de canaux calciques observée dans les cellules cancéreuses MDA-MB-231 (Roger et al., 
2004). La raison pour laquelle un canal néonatal cardiaque est exprimé dans des cellules 
cancéreuses mammaires n’est pas élucidée fait certainement intervenir une régulation 
transcriptionnelle ou épigénétique.  
Le canal NaV1.5 exprimé dans les cellules cancéreuses mammaires hautement invasives 
MDA-MB-231 participe à l’invasivité cellulaire alors qu’il ne semble pas réguler la 
prolifération ni la migration cellulaire (Roger et al., 2003). L’inhibition du canal NaV1.5 par 
la TTX ou par un siRNA réduit d’environ 30 % l’invasivité des cellules MDA-MB-231. La 
TTX n’a pas d’effet sur les cellules MCF-7 et MDA-MB-468 qui ne possèdent pas de 
courants sodiques (Gillet et al., 2009; Roger et al., 2003). L’augmentation du courant de 
fenêtre par la vératridine, inhibiteur de l’inactivation du canal, augmente l’invasivité des 
cellules et cet effet peut être bloqué par la TTX. De plus l’inhibition du canal réduit la taille 
de colonies de cellules MDA-MB-231 cultivées en trois dimensions dans une matrice 
extracellulaire et réduit également le nombre de cellules s’échappant de ces colonies 
suggérant que l’activité de ce canal pourrait avoir un rôle dans la croissance tumorale et la 
dissémination métastatique in vivo (Gillet et al., 2009). Il a été montré que l’activité de la 
protéine est nécessaire pour l’effet observé sur l’invasivité puisque l’inhibition moléculaire du 
canal par un siRNA spécifique abouti à une même diminution de l’invasivité que l’inhibition 
pharmacologique par la TTX (Gillet et al., 2009). De plus, lorsque les cellules sont cultivées 
dans un milieu contenant une faible concentration en sodium, l’invasivité est diminuée et la 
TTX a moins d’effet sur l’invasivité (Gillet et al., 2009). L’influx de sodium par le canal 
NaV1.5 semble donc important dans l’invasivité des cellules MDA-MB-231. L’existence d’un 
courant de fenêtre au potentiel de membrane des cellules cancéreuses a été confirmée dans 
des cellules de cancer du poumon non à petites cellules où le potentiel de membrane des 
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cellules se situe également dans la zone de fenêtre induisant une entrée continue de sodium 
dans les cellules (Roger et al., 2007). 
Ces résultats obtenus in vitro sont appuyés et rendus importants par l’observation d’une 
corrélation entre l’expression des canaux NaV1.5 sur des biopsies de patientes atteintes de 
cancer du sein avec l’envahissement ganglionnaire et donc la progression du cancer (Fraser et 
al., 2005). De plus, l’expression du gène SCN5A est augmentée dans les tissus cancéreux 
mammaires comparés à des tissus normaux dans plusieurs banques de données (Yang et al., 
2012). L’expression de ce gène est augmentée chez des patientes ayant eu une rechute ou 
décédées dans les 5 ans et la surexpression de SCN5A est associée à un risque augmenté de 
développer des métastases (Yang et al., 2012). Cette même étude s’est intéressée à un 
bloqueur de canaux sodiques dépendants du voltage utilisé comme anticonvulsivant, la 
phénytoïne. Cette molécule est capable d’inhiber le courant transitoire et de fenêtre des 
cellules MDA-MB-231 induisant une diminution de la migration et de l’invasivité cellulaire à 
des concentrations utilisées pour traiter l’épilepsie (Yang et al., 2012). Ces résultats suggèrent 
que cette molécule pourrait être un potentiel outil thérapeutique contre le développement de 
métastases. 
L’activité du canal NaV1.5 favorise l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires 
MDA-MB-231 et la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire par ces cellules 
cancéreuses (Gillet et al., 2009). Cette dégradation protéolytique implique l’activité de 
protéases. Il a été mis en évidence que les cathepsines à cystéine B et S sont les principales 
protéases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire induite par le canal 
NaV1.5. L’activité du canal NaV1.5 ne régule pas l’expression ni la sécrétion de ces 
cathepsines mais pourrait jouer sur leur activation. En effet, ces protéases sont connues pour 
avoir une activité maximale à pH acide. La diminution de l’activité du canal NaV1.5 par la 
TTX induit une acidification intracellulaire accompagnée d’une alcalinisation péricellulaire 
(Gillet et al., 2009). Dans ce modèle, le canal sodique NaV1.5 serait capable (indirectement) 
d’augmenter l’acidification péricellulaire favorable à l’activité des cathepsines à cystéines B 
et S et donc pourrait contribuer à la dégradation de la matrice extracellulaire et à l’invasivité 
des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231. C’est sur ces bases qu’a été développé 
mon projet de thèse, afin de poursuivre l’étude de l’implication des canaux NaV1.5 dans 
l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires.  
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Deuxième partie 
Matériel et méthodes  
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I. Techniques de culture cellulaire 
A. Lignées cellulaires 
Les cellules utilisées lors de cette étude sont toutes des lignées de cellules épithéliales 
mammaires humaines provenant de l’American Type Culture Collection (ATCC, USA). La 
lignée de cellules épithéliales non cancéreuses MCF-10A (CRL-10317™) est issue d’une 
mammoplastie et a été immortalisée par culture à long terme dans un milieu sans sérum 
contenant une faible concentration de calcium (Soule et al., 1990). Ces cellules ne sont pas 
tumorigéniques lorsqu’elles sont implantées dans des souris immunodéprimées. Les lignées 
de cellules épithéliales cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-231 (HTB-26™), MDA-
MB-435s (HTB-129™) et MCF-7 (HTB-22™) sont issues de métastases présentes dans des 
épanchements pleuraux de patientes atteintes d’adénocarcinomes mammaires métastatiques 
(Cailleau et al., 1974; Cailleau et al., 1978; Soule et al., 1973). Elles diffèrent notamment 
dans l’expression des récepteurs nucléaires aux œstrogènes de type ER et des récepteurs 
nucléaires à la progestérone ; la lignée MCF-7 exprime ces deux types de récepteurs alors que 
les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-435s n’en expriment pas et sont alors utilisées 
comme modèles de cellules cancéreuses mammaires hormono-indépendantes. De plus, les 
cellules MDA-MB-231 et MDA-MB-435s ne surexpriment pas l’oncogène codant pour la 
protéine HER2 (Human Epidermal Growth factor Receptor-2) et sont donc utilisées comme 
modèles de cellules cancéreuses triple négatives (Davison et al., 2011; Wright et al., 1997). 
Les cellules MDA-MB-231 et MDA-MB-435s sont connues pour former des tumeurs 
lorsqu’elles sont injectées dans des souris immunodéprimées tandis que les cellules MCF-7 ne 
sont tumorigéniques qu’en présence d’une supplémentation en œstrogènes (Cailleau et al., 
1978; Price et al., 1990; Soule and McGrath, 1980). Les cellules MDA-MB-231 sont 
considérées comme plus invasives que les cellules MCF-7 ; elles sont connues pour migrer et 
envahir de façon plus importante in vitro (Roger et al., 2003). Dans le cadre de cette étude, les 
cellules cancéreuses mammaires hautement invasives MDA-MB-231 ont été utilisées pour 
leur propriété d’exprimer un canal sodique fonctionnel dépendant du voltage le NaV1.5 alors 
que les cellules non cancéreuses MCF-10A, les cellules cancéreuses à faible potentiel invasif 
MCF-7,et les cellules cancéreuses MDA-MB-435s ne possèdent pas de courants sodiques 
dépendants du voltage (Fraser et al., 2005; Roger et al., 2003).  
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Afin d’étudier l’implication du canal NaV1.5 dans les cellules MDA-MB-231, une lignée de 
cellules exprimant de manière stable un shRNA (small hairpin RNA) dirigé contre NaV1.5 
(shNaV1.5) a été construite au laboratoire par transduction lentivirale. Ce shRNA permet de 
détruire spécifiquement les ARN messagers (ARNm acide ribonucléique messager) du canal 
NaV1.5 et donc d’en inhiber l’expression (Virginie Driffort mémoire de Master 2). Les 
cellules shRNA contre NaV1.5 sont comparées à une lignée contrôle obtenue par transfection 
stable d’un shRNA contrôle ne ciblant aucune séquence ARNm connue (shCTL). 
 
B. Intérêts, limites et conditions nécessaires à la culture 
cellulaire 
1. Intérêts et limites de la culture cellulaire 
L’utilisation de lignées de cellules en culture est d’un intérêt majeur dans le cadre d’une étude 
mécanistique portant sur les propriétés de cellules cancéreuses invasives. Ces lignées de 
cellules cancéreuses sont faciles à entretenir du fait de leur moins grande sensibilité comparée 
aux cultures primaires et il est également aisé d’en obtenir un nombre conséquent grâce à leur 
propriété de prolifération accrue. La culture de lignées cellulaires cancéreuses est un moyen 
d’obtenir un modèle simple d’étude in vitro dans le milieu artificiel du laboratoire. Ces 
cultures de cellules cancéreuses sont nécessaires à l’analyse de mécanismes cellulaires et 
moléculaires mais possèdent certaines limites dues aux différences entre les lignées cellulaires 
et la tumeur accompagnée de l’environnement tumoral. L’étroite relation entre les cellules 
cancéreuses et l’environnement tumoral n’est pas représentée par la culture d’une lignée de 
cellules cancéreuses. Contrairement à une tumeur qui se retrouve le plus souvent dans des 
conditions d’hypoxie et de déplétion en nutriments du fait de l’éloignement des vaisseaux 
sanguins, les cellules sont cultivées en présence d’une grande quantité de glucose et de 
nutriments présents dans le milieu de culture qui est renouvelé régulièrement et dans une 
atmosphère normoxique. Le tissu tumoral est un milieu acide de par son métabolisme 
particulier alors que les cellules sont cultivées dans un milieu tamponné à un pH de 7,4. Une 
autre limite de l’utilisation de la culture cellulaire est la grande adaptabilité des cellules 
cancéreuses. En effet, les cellules cancéreuses sont capables de s’adapter à un grand nombre 
de facteurs de stress et du fait de leur capacité de prolifération importante il est possible de 
sélectionner une population de cellules possédant des caractéristiques différentes de la 
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population clonale initiale. Il est donc primordial afin d’éviter tout biais de sélection de 
contrôler au mieux les conditions de culture cellulaire et de remettre en culture régulièrement 
de nouvelles cellules issues du stock initial. 
Les lignées de cellules cancéreuses représentent un outil indispensable pour l’étude de 
mécanismes cellulaire et moléculaires mais possèdent certaines limites. Les résultats obtenus 
in vitro nécessitent donc d’être confirmés et approfondis par des analyses de tissus cancéreux 
et/ou des expérimentations in vivo. 
 
2. Conditions de culture cellulaire 
Les conditions de culture cellulaire ont besoin d’être contrôlées au mieux afin d’éviter tout 
risque de contamination des cellules par des organismes bactériens ou fongiques et tout risque 
de dérive de la population cellulaire. Pour cela la culture cellulaire est effectuée dans une salle 
dédiée la plus propre possible et possédant un sas. Les manipulations sont effectuées de 
manière stérile sous un poste de sécurité microbiologique (PSM), avec du matériel 
préalablement autoclavé et des solutions achetées stériles ou filtrées à l’aide d’un filtre de 
0,2 µm permettant la rétention d’un grand nombre de bactéries. L’absence d’antibiotiques 
dans le milieu de culture permet de détecter plus rapidement les contaminations bactériennes 
et d’éliminer les cultures cellulaires le cas échéant. Certains antibiotiques tels que les 
macrolides ou les aminoglycosides sont également connus pour modifier l’activité de certains 
canaux ioniques. Des tests de détection des mycoplasmes sont également réalisés de manière 
régulière. 
La morphologie des cellules ainsi que quelques propriétés telles que la prolifération ou la 
présence et l’activité de certaines protéines sont contrôlées régulièrement afin de s’assurer du 
bon entretien des cellules et de l’absence de croisement avec d’autres lignées. En dehors des 
manipulations, les boites contenant les cellules sont placées dans une étuve à atmosphère 
contrôlée saturée en humidité à une température de 37°C et contenant 5 % de dioxyde de 
carbone (CO2) afin de maintenir le pH à l’aide du système tampon bicarbonate. 
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3. Milieux de culture  
Les cellules cancéreuses mammaires sont cultivées dans un milieu Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium (DMEM) (Lonza, USA) supplémenté par 5 % de sérum de veau fœtal (SVF). 
Le milieu DMEM contient 4,5 g / L de D-glucose, 584 mg / L de glutamine, 3,7 g / L de 
bicarbonate de sodium ainsi que tous les acides aminés de la série L et des vitamines 
nécessaires à la survie des cellules. L’osmolarité du DMEM est comprise entre 324 et 352 
mOsm et le pH est tamponné entre 7 et 7,4 grâce au tampon bicarbonate. En effet, ce système 
permet le maintien du pH d’une solution suivant la réaction : H2O + CO2 ↔ H2CO3 ↔ H+ + 
HCO3-, ce qui nécessite une atmosphère de culture cellulaire contenant 5 % de CO2. Le rouge 
de phénol présent dans le DMEM sert d’indicateur de pH ; il est rouge autour de 7,4 et devient 
jaune en cas d’acidification ou violacé lors d’une alcalinisation. Le SVF ajouté au milieu de 
culture apporte des facteurs de croissance et des cytokines nécessaires au développement des 
cellules. Les cellules non cancéreuses MCF-10A sont cultivées dans du milieu DMEM : F12 
(1 :1) (Lonza, USA) supplémenté par 5 % de sérum de cheval, 10 mg / mL d’insuline, 20 ng / 
mL d’EGF (Epidermal Growth Factor), 0,5 mg / mL d’hydrocortisone et 100 ng / mL de 
toxine cholérique. 
 
4. Solutions utilisées pour mettre en suspension les cellules 
Une solution de Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (Tableau II) (DPBS) (Lonza, USA) ne 
contenant ni calcium ni magnésium est utilisée pour laver les cellules avant de les décoller de 
leur support. Son pH est compris entre 7,3 et 7,7 et son osmolarité est de 271 à 287 mOsm.  
Tableau II : Composition du DPBS 
COMPOSITION EN mg / L 
KCl 200 
KH2PO4 200 
NaCl 8000 
Na2HPO4, 7 H2O 2160 
glucose 1000 
pyruvate de sodium 36 
 
Les cellules sont décollées du support de culture cellulaire et mises en suspension à l’aide 
d’un mélange de trypsine-EDTA (Tableau III) (Ethylenediaminetetraacetic acid) (ou trypsine-
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Versene®) (Lonza, USA) permettant de déstabiliser les jonctions entre les cellules et entre les 
cellules et le support. Le pH de cette solution est compris entre 7,10 et 7,90 et son osmolarité 
est de 269 à 297 mOsm. 
Tableau III : Composition de la solution de trypsine-EDTA 
COMPOSITION EN mg / L 
glucose 1000 
KCl 400 
NaCl 8000 
NaHCO3 580 
rouge de phénol 2 
trypsine 500 
EDTA  200 
 
5. Supports utilisés pour la culture cellulaire 
Les cellules sont le plus souvent cultivées dans des flacons de culture stériles de 25, 75 ou 
175 cm² (BD Biosciences, France). Ces flacons ont été soumis à un traitement qui a rendu leur 
surface hydrophile permettant d’augmenter l’attachement des cellules au plastique. Ces 
flacons possèdent un bouchon qui comporte un filtre poreux de 0,2 µm afin de laisser passer 
les gaz mais d’empêcher les contaminants de passer. Les cellules peuvent également être 
cultivées dans des plaques 6 ou 24 puits (BD Biosciences, France) dans le cas ou un nombre 
peu élevé de cellules est suffisant. Les cellules destinées à des mesures d’électrophysiologie 
par patch clamp sont ensemencées dans des boites de Petri de 35 mm de diamètre (Réf. 
430165 Corning, Thermo Fischer Scientific, France). Dans le cas des tests de migration et 
d’invasion, les cellules sont ensemencées dans des inserts eux-mêmes déposés dans une 
plaque pouvant recevoir ces inserts (Réf. 353504 BD Biosciences, France).  
Pour la culture des cellules destinées à des mesures de fluorescence, afin de limiter les 
problèmes liés à l’auto-fluorescence du plastique, les cellules sont cultivées sur des boites 
pourvues d’une surface de culture en verre. Dans le cas de mesure de pH par une sonde 
fluorescente, les cellules sont cultivées sur des boites de Petri à fond en verre d’un diamètre 
de 35 mm avec une surface de culture de 23 mm (Fluorodish™ Réf. FD35-100 WPI, France). 
Pour l’immunocytochimie, les cellules sont cultivées sur un système de lame de verre 
compartimenté permettant plusieurs conditions sur une même lame (Lab-tek™ II BD 
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Biosciences, France). Les préparations sont ensuite recouvertes d’une lamelle couvre-objet 
d’une épaisseur de 0,17 mm.  
Dans le cas de l’étude de l’invasivité cellulaire, la culture des cellules doit se rapprocher le 
plus possible de l’environnement de la tumeur. Les supports plastiques ne représentant pas au 
mieux l’environnement tumoral, une couche de Matrigel™ (composition cf. Tableau IV) ou 
de gélatine peut être utilisée pour recouvrir les surfaces de culture et ainsi mimer la matrice 
extracellulaire. La gélatine (Sigma, France) a été utilisée pour recouvrir des boites de Petri de 
150 mm de diamètre (BD Biosciences, France) d’une fine couche permettant la formation et 
l’isolement des invadopodes. Cette surface a été choisie pour sa rigidité supportant un 
grattage doux de la surface afin de séparer les corps cellulaires des invadopodes. Dans le cas 
d’identification par immunofluorescence des invadopodes, le Matrigel™ (Réf. 356234 BD 
Biosciences, France) a été préféré à la gélatine pour sa plus grande proximité avec 
l’environnement extracellulaire tumoral. Le Matrigel™ est une membrane basale soluble 
issue du sarcome murin Engelbreth-Holm-Swarm. Cette matrice en se solidifiant forme une 
couche de composition, de structure et de propriétés physiques équivalentes à celles de la 
membrane basale.  
Tableau IV : Composition du Matrigel™ 
COMPOSITION DU MATRIGEL™ EN POURCENTAGE 
laminine 60 
collagène IV  30 
entactine  8 
protéoglycane de sulfate 
d’héparane (perlecan) Présence 
facteurs de croissance (PDGF, 
EGF, TGF-β) Présence 
métalloprotéinases matricielles Présence 
 
6. Inhibiteurs pharmacologiques 
La tétrodotoxine (TTX, Latoxan, France), isolée à partir de poissons de la famille des 
Tetraodontidae est utilisée à une concentration de 30 µM pour bloquer le courant sodique 
NaV1.5. Elle est remise en solution à une concentration de 3 mM dans de l’eau légèrement 
acidifiée à l’aide d’acide acétique dilué au millième. L'action de la TTX étant réversible à plus 
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de 95 %, elle est donc ajoutée extemporanément à chaque étape de la préparation des cellules. 
L'inhibiteur de l'échangeur sodium-proton utilisé est un dérivé de l'amiloride, le 5-N-ethyl-N-
isopropyl amiloride (EIPA, Sigma, France) et est dilué dans du DMSO (diméthyl sulfoxyde). 
Cet inhibiteur est utilisé à une concentration de 10 µM pour les mesures de pH intracellulaire 
(pHi) et de 1 µM pour la migration et l’invasion. L’isoforme 1 des échangeurs sodium-proton 
(NHE1) a été inhibée par 5 µM de cariporide solubilisé dans du DMSO (HOE642, don de 
Sanofi Aventis) connu pour être plus spécifique de NHE1 que l’EIPA. L'activité de la V-
ATPase est inhibée par 100 nM de bafilomycine A1 (Sigma, France) diluée dans du DMSO. 
Les transporteurs de bicarbonates sont inhibés par 100 mM d’acide 4,4’-
diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonique (DIDS, Sigma, France) solubilisé dans du DMSO. 
Les protéases à cystéines sont inhibées à l’aide de 100 µM d’E-64 dilué dans de l’eau distillée 
(Calbiochem, Millipore France). La PKA est activée à l’aide de Forskoline (Sigma, France) 
diluée dans du DMSO et utilisée à une concentration de 30 µM. La PKA est inhibée par 
0,5 µM de KT5720 (Sigma, France) dilué dans du DMSO. L’anisomycine (Sigma, France) à 
une concentration de 100 nM (diluée dans du DMSO) est utilisée pour activer p38 MAPK. La 
polymérisation de l’actine a été déstabilisée par un traitement des cellules avec 0,5 µM de 
cytochalasine D (Thermo Fischer Scientific, France) pendant 30 minutes à 37°C. 
 
C. Protocoles de culture cellulaire 
1. Cryogénisation et décryogénisation des cellules 
Afin d’éviter tout risque de dérive des populations cellulaires, les cellules sont conservées 
dans de l’azote liquide et décongelées régulièrement 20 passages après la dernière 
décongélation. La congélation s’effectue lorsque les cellules sont en phase exponentielle de 
croissance. Elles sont récoltées par trypsination puis centrifugées à 700 x g pendant 5 minutes. 
Le culot cellulaire est immédiatement remis en suspension dans le milieu de cryoconservation 
composé de 10 % de DMSO (agent cryoprotecteur), de 30 % de SVF et de 60 % de DMEM. 
La suspension cellulaire est ensuite déposée dans des tubes adaptés à la cryogénie à une 
densité de 1 à 1,5 millions de cellules par tube dans 1 mL. La congélation des tubes se fera de 
façon lente, d’abord à -80°C puis après 24h dans l’azote liquide à -196°C, afin d’éviter la 
formation de cristaux de glace dans le cytoplasme des cellules, l’agent cryoprotecteur limitant 
les effets de la déshydratation sur les cellules. Avant chaque cryogénisation, l’absence de 
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contamination par des mycoplasmes ou des bactéries est vérifiée. La décryogénisation 
s’effectue de façon rapide toujours afin de limiter la formation de cristaux de glace dans le 
milieu intracellulaire. Le tube contenant les cellules est rapidement réchauffé dans un bain à 
37°C puis les cellules sont transférées dans un flacon de 75 cm² contenant du milieu de 
culture préalablement équilibré en pH et en température. Le milieu de culture est renouvelé 
après 24h pour retirer le DMSO pouvant être toxique pour les cellules en cultures. 
 
2. Mise en suspension et entretien des cellules 
Les cellules doivent être décollées du support de culture lorsqu’elles atteignent environ 90 % 
de confluence et quand il est nécessaire de les ensemencer ou de les recueillir pour une 
expérience. La technique la plus courante est l’utilisation de trypsine, une enzyme 
protéolytique appartenant à la famille des protéases à sérine, pour dissocier de manière 
enzymatique les contacts entre les cellules et entre les cellules et le support. Les cellules sont 
tout d’abord « lavées » deux fois avec du DPBS sans calcium ni magnésium afin d’éliminer 
les protéines qui se trouvent dans le sérum et qui pourraient empêcher l’action de la trypsine. 
Le DBPS permet également d’éliminer le calcium du milieu pour faciliter la dissociation des 
cellules. Un volume suffisant de solution de trypsine-EDTA pour recouvrir la surface de 
culture (8 µL / cm²) est alors déposé dans les boites. La trypsine par son action enzymatique 
rompt les jonctions entre les cellules et dissocie les adhérences avec le support. La solution 
contenant la trypsine ne contient ni calcium ni magnésium et comporte également un 
chélateur de ces ions divalents, l’EDTA permettant de rompre les jonctions nécessitant du 
calcium. Après quelques minutes à température ambiante (environ 2 à 5 minutes selon les 
lignées), l’ajout de milieu de culture permet d’arrêter l’action de la trypsine en saturant les 
sites actifs par apport d’autres protéines. L’inconvénient de la trypsine est qu’il s’agit d’une 
enzyme capable de cliver les domaines extracellulaire des protéines membranaires, c’est 
pourquoi les cellules sont utilisées au minimum 24 à 48h après leur trypsination. Des flacons 
d’entretien sont mis en culture pour lesquels le milieu de culture est changé deux fois par 
semaine. La numération de la suspension cellulaire obtenue est indispensable pour pouvoir 
ensemencer les cellules à la densité optimale pour l’expérimentation prévue. Le comptage 
s’effectue sur une cellule de numération de type Malassez (1 bande = 0,1 mm3, la cellule = 1 
mm3). 
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II. Techniques de biologie moléculaire 
A. Analyse de l’expression des ARN messagers d’intérêts 
1. Extraction des ARN totaux 
Les ARN (acides ribonucléiques) totaux sont extraits à l’aide du kit Total RNA isolation 
NucleoSpin® RNAII (Macherey-Nagel, France) suivant le protocole du fabriquant. 
L’extraction s’effectue à partir d’une suspension de 500 000 cellules, préalablement lavées 
avec du DPBS. Les cellules sont lysées par une solution contenant des agents chaotropiques 
permettant d’inactiver les ribonucléases (sels de guanidine), et réducteurs le β-
mercaptoethanol (1 %) ainsi que de l’éthanol à 70 %, cette solution ayant une composition 
permettant de fixer les ARN sur une colonne de silice. L’échantillon est alors déposé sur la 
colonne de silice puis les sels sont éliminés pour permettre une meilleure action de la DNase. 
L’ADN (acide désoxyribonucléique) est détruit par l’addition d’une DNase recombinante 
pendant 15 minutes à température ambiante. Plusieurs lavages permettent d’éliminer les 
composants cellulaires puis les ARN purs sont élués dans de l’eau sans RNase. Les 
échantillons d’ARN totaux sont conservés à -20°C pour un stockage de court terme et à -80°C 
pour un stockage plus long. 
Les ARN sont ensuite dosés par spectrophotométrie pour estimer leur concentration et 
s’assurer de leur qualité. Pour cela, une dilution d’ARN au 1/50ème est préparée dans de l’eau et 
les absorbances sont mesurées à 260, 280 et 230 nm. Les acides nucléiques (ADN et ARN) 
absorbent la lumière à 260 nm ce qui permet de connaître leur concentration. En effet, une 
unité d’absorbance à 260 nm correspond à 40 µg / mL d’ARN total. Le rapport des 
absorbances à 260 et 280 nm (absorbance des acides aminés aromatiques) reflète la 
contamination protéique, il doit être supérieur ou égal à 1 et de préférence proche de 2. Le 
rapport des absorbances à 260 et 230 nm correspond au reflet de la contamination par les 
solvants d’extraction, en particulier la guanidine. Ce rapport doit être supérieur à 1,5 pour des 
ARN purs.  
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2. Transcription inverse des ARN en ADN complémentaire  
La transcription inverse d’ARN en ADN complémentaire (ADNc) est réalisée par une ADN 
polymérase ARN dépendante (reverse transcriptase) en présence d’amorces 
oligonucléotidiques. L’hétéroduplex ARN / ADNc ainsi créé peut être utilisé comme substrat 
pour une réaction de polymérisation en chaîne après sa dénaturation. 
L’extraction puis la quantification des ARN totaux permet de préparer une solution de 32 µL 
contenant 2,5 µg d’ARN dans le but d’effectuer la transcription inverse (RT) des ARN en 
ADNc. Cette étape est réalisée à l’aide du kit Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads 
(GE Healthcare, France). Ce kit contient sous forme de billes lyophilisées les dNTP, une 
reverse transcriptase d’origine murine (FPLCpure™), de l’albumine bovine et un inhibiteur 
de ribonucléases (RNAguard™). Les ARN sont préalablement dénaturés par un chauffage de 
10 minutes à 65°C puis refroidis 2 minutes dans de la glace et transférés dans les tubes 
réactionnels du kit. Les amorces utilisées correspondent à des hexanucléotides de séquences 
aléatoires (random primers pd(N)6 5’-Phosphate, Réf. 27216601, Amersham Biosciences, GE 
Healthcare, France) qui peuvent se fixer de manière aléatoire à leur séquence complémentaire 
sur tous les ARN présents dans la solution. Après addition de 1 µL d’amorces 
d’hexanucléotides aléatoires, pd(N)6 (0,2 µg par tube), la réaction s’effectue pendant 1h à 
37°C. 
 
3. Réaction de polymérisation en chaîne 
a) Principe de la PCR conventionnelle 
 La réaction de polymérisation en chaîne ou PCR permet d’amplifier in vitro, en un 
grand nombre de copies, un fragment spécifique d’ADN connu à partir d’un faible nombre 
d’exemplaires de cet acide nucléique (Mullis et al., 1986). Cette technique est basée sur les 
propriétés d’hybridation et de déshybridation des acides nucléiques en fonction de la 
température et de la capacité de synthèse d’ADN par une ADN polymérase ADN-dépendante 
thermostable, la Taq polymérase. La réaction de PCR s’effectue en présence de l’ADN 
contenant la séquence à amplifier, de deux amorces complémentaires de la séquence à 
amplifier, de nucléotides et de la Taq polymérase et conduit à une amplification exponentielle 
de la séquence d’ADN cible (Figure 19). Les hautes températures utilisées lors des différentes 
étapes de la PCR nécessitent une ADN polymérase thermorésistante. Les ADN polymérases 
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thermorésistantes initialement isolées à partir de bactéries thermophiles (vivant en milieu 
extrême) telles que Thermus aquaticus (Taq polymérase), sont actuellement recombinantes.  
 
Figure 19 : Principe de la réaction de polymérisation en chaîne. 
 
Une étape de dénaturation initiale de 2 minutes à 94°C permet de déshybrider les structures 
doubles brin et de déstabiliser les structures secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel 
par agitation thermique et de dénaturer les enzymes autres que la Taq polymérase qui 
pourraient se retrouver dans le mélange. Ensuite chaque cycle de PCR commence par une 
 
 
  
 
 
5’…UCUUCACCGUCUUUGUGCAGGGC…ACACACAGUUCCUGGACCACCUU…AAAA 3’  
  
 Reverse Transcriptase 
 + DNTP 
 + pd(N)6 
      
5’…UCUUCACCGUCUUUGUGCAGGGC…ACACACAGUUCCUGGACCACCUU…AAAA 3’  
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Dénaturation 
 2 minutes 30 à 94 °C 
 
5’…UCUUCACCGUCUUUGUGCAGGGC…ACACACAGUUCCUGGACCACCUU…AAAA 3’  
 
 
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Hybridation des amorces 
 60 secondes à 60 °C 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAG 3’  
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Elongation par la Taq polymérase 
 2 minutes à 68 °C 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAGGGC…ACACACAGTTCCTGGACCACCTT… 3’ 
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Dénaturation 
 30 secondes à 94 °C 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAGGGC…ACACACAGTTCCTGGACCACCTT… 3’ 
 
 
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Hybridation des amorces 
 60 secondes à 60 °C 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAGGGC…ACACACAGTTCCTGGACCACCTT… 3’ 
              5’GTGTCAAGGACCTGGTGGAA 3’ 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAG 3’  
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 Elongation par la Taq polymérase 
 2 minutes à 68 °C 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAGGGC…ACACACAGTTCCTGGACCACCTT… 3’ 
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
 
5’ TCTTCACCGTCTTTGTGCAGGGC…ACACACAGTTCCTGGACCACCTT… 3’ 
3’…AGAAGTGGCAGAAACACGTCCCG…TGTGTGTCAAGGACCTGGTGGAA… 5’ 
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étape de dénaturation de 30 secondes à 94°C permettant de déshybrider les ADN et les 
amorces et de détacher l’ADN polymérase. Cette étape est suivie d’une étape d’hybridation 
des amorces sur leurs séquences complémentaires pendant 60 secondes à 60°C, température 
qui est thermodynamiquement favorable à l’hybridation des amorces mais pas à l’hybridation 
des brins d’ADN complémentaires. Enfin la dernière étape de polymérisation d’ADN 
complémentaire à l’ADN matrice par l’ADN polymérase thermostable à partir de dNTPs est 
réalisée pendant 2 minutes à 68°C, une température qui est favorable à la polymérase. La 
synthèse d’ADN s’effectue de l’extrémité 5’ phosphate vers l’extrémité 3’ qui possède un OH 
libre pour former une nouvelle liaison phosphodiester. L’amplification exponentielle de 
l’ADNc s’effectue en général en 30 à 40 cycles. 
Il existe deux possibilités d’effectuer une réaction de PCR : soit en point final soit en temps 
réel. Dans le cas de la PCR en point final, plus la quantité d’ADN initiale est importante, plus 
le nombre d’amplicon sera élevé. Cette technique est semi-quantitative (lorsqu’une gamme 
d’ADNc est utilisée simultanément) puisque la quantité d’ADN obtenu à la fin des 40 cycles 
peut déjà avoir atteint un plateau. La PCR en temps-réel permet de suivre à chaque cycle 
l’amplification de l’ADN et non seulement en point final. La quantification, relative ou 
absolue en présence d’une gamme de différentes concentrations d’ADNc, peut alors 
s’effectuer dans la phase exponentielle de la synthèse d’ADN.  
 
b)  Choix des amorces de PCR 
La conception d’amorces pour la PCR nécessite plusieurs étapes et vérifications afin de 
s’assurer de la réussite et de la qualité de l’amplification à effectuer. Les banques de données 
ont permis de connaître les séquences d’ADNc des gènes d’intérêt à amplifier (Ensembl 
Genome Browser http://www.ensembl.org/index.html, Consensus Coding Sequences CCDS 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi). Le logiciel en ligne gratuit Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu/) permet à partir de la séquence d’ADNc à amplifier de construire 
plusieurs couples d’amorces en fonction de critères imposés. Afin de concevoir des amorces 
pour PCR plusieurs critères doivent être remplis : la taille du fragment à amplifier, la taille des 
amorces (environ 20 nucléotides), le pourcentage de GC doit être supérieur à 50 % et la 
température d’hybridation des amorces (proche de 60°C, et la plus proche possible entre les 
deux amorces). Les amorces sont conçues de manière à s’hybrider de façon complémentaire à 
l’ADN à amplifier et se situent de préférence sur deux exons différents. Les amorces doivent 
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également ne pas former de structures secondaires et la complémentarité entre amorce doit 
être évitée afin de ne pas former de dimères d’amorces qui empêcheraient l’accessibilité des 
amorces à l’ADN à amplifier. La spécificité des paires d’amorces choisies est vérifiée à l’aide 
du logiciel Blast (BLAST pour Basic Local Alignment Search Tool, 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ce logiciel permet à partir des paires d’amorces 
choisies de vérifier si ces amorces sont complémentaires de la séquence d’intérêt et non d’une 
autre séquence. Les amorces choisies sont présentées dans le Tableau V. 
Tableau V : Amorces utilisées pour la PCR. 
NOM DU 
GENE 
NOM DE LA 
PROTEINE 
AMORCE SENS 5' → 3' AMORCE ANTI-SENS 5' → 3' 
TAILLE 
ATTENDUE DE 
L’AMPLICON 
(pb) 
SLC9A1 NHE1 TCTTCACCGTCTTTGTGCAG AAGGTGGTCCAGGAACTGTG 125 
SLC9A2 NHE2 GCCGACACAAGTGAGAGACA AGTCGCTGCTATTGCCATCT 211 
SLC9A4 NHE4 TGCATCTAACGCTTGGTTTG GATGAGGAGGCAGCTTTCTG 193 
SLC9A5 NHE5 GGGCTTAGTCTTTGCCTTCC GATGTTGGCCTCCACGTACT 190 
SLC9A6 NHE6 TCACCCTCACCATTCTCACA CTTCACAGCTCAGGGTCACA 162 
SLC9A7 NHE7 CCTGCGGATTTACAGGTGTT AGCTCCGATGATGAAAATGG 215 
SLC9A8 NHE8 ACACGCACCATAACCTCTCC TGATCCCGGAAGAAATTCAG 229 
SLC9A9 NHE9 CTGGCCATTTTCCATGAACT GAAATTCCCCACAGACTGGA 177 
ATP6V0C 
Sous-unité V0c 
de la V-ATPase 
CCAACTCCCTGAATGACGAC AGGATCATGCCCACGAATAG 169 
ATP6V1A 
sous-unité V1A 
de la V-ATPase 
ATGACAGGTTCTGCCCATTC GAGGATGTCTCCCATGTGCT 152 
SLC4A2 AE2 CCCAAATCTGCCCAAGATAA CAAGTGCATCTCGGAAGTCA 160 
SLC4A4 NBCe1 AGTCATCGTCCTTCCACCTG GTTCGCTGCAATTCTTCACA 189 
SLC4A7 NBCn1 GCAGCCCTTATTTGCATCAT AGTTTCATTGCTGGGGTTTG 153 
SLC4A5 NBCe2 GCCTGGATTGACAACATCCT GGATACCGTTTTGGGGATCT 169 
SLC4A8 NDCBE AATGCCTGGAGTTCCAAATG TGAGTGCATCTCGGTAGTCG 164 
CTSB Cathepsine B ACAGCCCGACCTACAAACAG CCAGTAGGGTGTGCCATTCT 239 
CTSS Cathepsine S TCTCTCAGTGCCCAGAACCT GCCACAGCTTCTTTCAGGAC 248 
SCN5A NaV1.5 CACGCGTTCACTTTCCTTC CATCAGCCAGCTTCTTCACA 208 
18S rDNA ARN 18S CGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTT TTCGCTCTGGTCCGTCTTG 121 
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c) PCR conventionnelle 
La PCR conventionnelle (en point final) est effectuée à l’aide du kit illustraTM puReTaq Ready-
To-Go PCR Beads (GE Healthcare, France) contenant les dNTP (200 µM pour chaque 
dNTP), 2,5 unités d’ADN polymérase (puReTaq ADN polymérase), de l’albumine sérique 
bovine (BSA) et le tampon réactionnel. Le kit se présente sous forme de billes lyophilisées 
qui sont reconstituées dans un volume final de 25 µL, formant une solution contenant 10 mM 
de Tris, 50 mM de KCl et 1,5 mM de MgCl2. Dans chaque tube réactionnel sont rajoutés 
80 ng d’ADNc et 0,5 µM de chaque amorce (sens et anti-sens) dans un volume d’eau sans 
RNase ajusté à 25 µL afin de reconstituer les billes. Le protocole d’amplification par PCR du 
fragment d’ADNc d’intérêt dans un thermocycleur se compose de 35 cycles précédemment 
décrits. 
Les fragments d’ADN qui ont été amplifiés par PCR peuvent être visualisés à la suite d’une 
séparation électrophorétique sur un gel d’agarose. L’électrophorèse s’effectue sur un gel 
contenant 2 % d’agarose (Réf. 16500-100 Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, France) 
préparé dans un tampon Tris Acétate EDTA (TAE Réf. 15558-026 Invitrogen, Thermo 
Fischer Scientific, France). Du bromure d’éthidium (Réf. H5041, Promega, France) à une 
concentration finale de 0,4 µg / mL est ajouté dans le gel d’agarose. Le bromure d’éthidium 
est un agent intercalant de l’ADN qui émet une fluorescence lorsqu’il est excité dans 
l’ultraviolet. Son intensité de fluorescence est plus importante lorsqu’il est intercalé, il permet 
donc de visualiser les fragments d’ADN amplifiés. Les produits de PCR sont préparés pour 
l’électrophorèse dans un tampon de dépôt et marqueur de migration « Blue/Orange Loading 
Dye, 6X” (Promega, France). Ce tampon permet de déposer les échantillons dans les puits 
mais aussi de suivre l’électrophorèse puisqu’il contient 3 colorants ayant des profils de 
migration connus : le xylène cyanol FF migre à environ 4 kb, le bleu de bromophénol à 
environ 300 pb et le orange G à 50 pb. Un marqueur de masse moléculaire « 50bp DNA Step 
Ladder » (Réf. G4521, Promega, France) est déposé dans un puits pour pouvoir vérifier si la 
taille des fragments de PCR est bien celle attendue. L’électrophorèse s’effectue en tampon 
TAE à voltage constant (80 V) pendant environ 30 minutes. Les fragments d’ADN peuvent 
ensuite être visualisés par exposition sous ultraviolet (GelDoc 2000, Biorad, France) puis 
analysés grâce au logiciel QuantityOne (V4.0.1, Biorad, France).  
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d) PCR en temps réel 
(1) Principe 
La PCR en temps réel permet de quantifier de façon relative ou absolue la quantité d’ADNc 
présente dans un échantillon. Le principe repose sur la possibilité de suivre en temps réel 
l’évolution de la PCR grâce à l’intégration d’une molécule fluorescente, le SYBR® Green, 
dans l’ADN double brin. Le SYBR® Green est une molécule qui interagit directement avec 
l’ADN double brin en émettant une fluorescence dont l’intensité est directement 
proportionnelle à la quantité d’ADN double brin produit par la réaction de PCR (longueur 
d’onde d’excitation 497 nm, d’émission 520 nm). Il est donc possible de quantifier l’ADN 
présent initialement dans le mélange réactionnel. Un thermocycleur équipé pour l’excitation 
et l’émission de fluorescence permet de mesurer en fin d’élongation de chaque cycle 
d’amplification l’intégration du SYBR® Green dans l’ADN double brin produit. La 
quantification s’effectue en tout début de phase exponentielle d’amplification en comparant le 
cycle pour lequel l’émission de fluorescence dépasse un seuil correspondant à la fluorescence 
du bruit de fond. Plus la quantité d’ADN présent au début de la réaction est grande (et donc la 
quantité d’ARN) plus le cycle pour lequel la phase exponentielle d’amplification commence 
(Ct) sera petit (Figure 20 courbes de l’échantillon A comparées à l’échantillon B).  
 
Figure 20 : Courbes d’amplification par réaction de polymérisation en chaîne en temps réel. 
 
L’efficacité des amorces de PCR (E) peut être calculée grâce à l’amplification par PCR d’une 
gamme de dilutions connues d’ADNc. En théorie des dilutions au demi devraient donner des 
courbes décalées d’un cycle. Dans ce cas l’efficacité de la réaction est de 100 % et E sera de 
A B 
Matériel et méthodes 
 
  
148 sur 337 
 
 
2, la quantité d’ADN double à chaque cycle. Pour une efficacité de 100 % l’amplification 
exponentielle sera de 2n où n est le nombre de cycles. Pour chaque paire d’amorces, il est 
nécessaire de calculer l’efficacité de la réaction (E) grâce à la pente d’une courbe 
d’étalonnage (cycle seuil en fonction du logarithme de la concentration), où E= 10-1/pente.  
Une courbe de fusion est réalisée à la fin de la PCR et permet de vérifier la spécificité de 
l’amplification. Cette courbe est réalisée en mesurant la fluorescence émise lorsque la 
température passe de 72 à 91°C. La dérivée de cette courbe en fonction de la température 
donne une courbe dont l’abscisse du maximum du pic correspond à la température de fusion 
du produit de PCR. L’analyse des courbes de fusions permet de vérifier l’amplification d’un 
seul produit et l’absence de dimères d’amorces et de contamination par de l’ADN génomique. 
 
(2) Méthode 
Le kit utilisé (Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG, Réf. 11733-038, Invitrogen, 
Thermo Fischer Scientific, France) se présente sous forme d’une solution deux fois 
concentrée contenant l’ADN polymérase « Platinum® Taq DNA polymerase », le SYBR® 
Green I, du Tris-HCl, du KCl, 6 mM de MgCl2, 400 µM de dGTP, 400 µM de dATP, 400 µM 
de dCTP, 800 µM de dUTP et de l’uracil DNA glycosylase (UDG). L’ADN polymérase 
contenue dans ce kit a été modifiée pour être inactive à température ambiante, son activité 
nécessite une activation lors de la première étape de dénaturation. La réaction s’effectue dans 
les puits d’une plaque 96 puits.  
Pour chaque puits le mélange réactionnel contient 165 ng d’ADNc ou 0,165 ng pour 
l’ARN18S, 12,5 pmol de chaque amorce sens et anti-sens et 13 µL de Platinum® SYBR® 
Green qPCR SuperMix-UDG, le volume final étant complété avec de l’eau à 25 µL. Chaque 
condition est répliquée quatre à six fois. La PCR quantitative est réalisée dans le iCycler™ 
system (BioRad, France) avec le protocole suivant : une étape de dénaturation à 95°C pendant 
2 minutes suivie de 35 cycles de 15 secondes à 95°C, 30 secondes à 60°C et 10 secondes à 
72°C. Les résultats sont calculés par la méthode des ∆∆Ct (Livak and Schmittgen, 2001). 
Cette méthode permet de déterminer l’effet d’un traitement (inhibiteur pharmacologique ou 
siRNA) sur l’expression d’un ARN messager spécifique. Pour chaque condition le ∆Ct est 
déterminé comme la moyenne des Ct du gène étudié soustrait de la moyenne des Ct du gène 
de référence (ARN18S). Le ∆∆Ct est calculé en soustrayant le ∆Ct de la condition contrôle à 
celui de la condition étudiée. La variation du nombre de copie du gène cible est déterminée 
Matériel et méthodes 
 
  
149 sur 337 
 
 
par la valeur Q = (E)-∆∆Ct où E correspond à l’efficacité des amorces. Q est de 1 lorsque la 
quantité d’ARN n’est pas modifiée, supérieur à 1 dans le cas d’une surexpression et inférieur 
à 1 pour une sous-expression.  
 
B. Analyse de l’expression des protéines par western blotting 
Le western blot est une technique permettant la séparation électrophorétique des protéines 
d’un échantillon selon leur masse moléculaire et leur identification par immunomarquage. 
Cette technique est basée sur la capacité de migration des protéines chargées négativement par 
le dodécylsulfate de sodium (SDS) dans un gel d’acrylamide selon un champ électrique. Les 
protéines sont alors transférées du gel d’acrylamide vers une membrane permettant la fixation 
d’un anticorps spécifique de la protéine d’intérêt. L’identification des protéines se fait par la 
fixation d’anticorps puis par la détection du complexe antigène-anticorps. 
 
1. Extraction et dosage des protéines cellulaires 
a) Extraction des protéines 
La solubilisation des protéines est réalisée à l’aide de différents tampons en fonction de la 
protéine d’intérêt (membranaire ou cytosolique) et de l’objectif de cette étude. Lors de 
l’analyse de l’expression d’une protéine, il est nécessaire de solubiliser cette protéine à l’aide 
d’un détergent et de détruire les liaisons qui peuvent exister avec d’autres protéines. Dans le 
cas d’études d’interactions entre protéines un compromis doit être trouvé entre une bonne 
solubilisation des protéines et la conservation des interactions protéines-protéines (p155 Co-
Immunoprécipitation).  
Les protéines totales sont extraites de préférence par grattage d’une boite de cellules en 
culture et non par trypsination afin d’éviter le clivage des protéines membranaires par la 
trypsine. Les cellules en culture sont placées sur de la glace afin d’éviter la dégradation des 
protéines cellulaires par les protéases cellulaires et leur dénaturation par la chaleur puis lavées 
deux fois avec du DPBS froid pour éliminer les protéines présentes dans le milieu de culture. 
Le tapis cellulaire est gratté dans un faible volume de tampon de lyse (70 µL pour 25 cm²) à 
l’aide d’un grattoir. Deux principaux tampons ont été utilisés pour solubiliser les protéines 
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cellulaires. L’un contient 5 % de SDS et est préparé dans du DPBS. Les protéines sont 
solubilisées pendant 30 minutes à température ambiante puis le lysat obtenu est passé à 
travers une seringue de 1 mL et une aiguille fine (aiguille à insuline) afin de casser les 
filaments d’ADN visqueux et faciliter le dépôt. L’autre tampon utilisé contient 1 % de Triton 
X-100 (Sigma, France) préparé dans un tampon contenant 20 mM de Tris et 100 mM de 
NaCl. La solubilisation s’effectue sous agitation à 4°C pendant une heure. Les échantillons 
sont ensuite centrifugés à 11 000 x g pendant 10 minutes afin d’éliminer les débris cellulaires. 
Tous les tampons utilisés contiennent un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Réf. P2714 
Sigma, France) contenant de l’AEBSF, de l’EDTA, de la bestatine, de l’E-64, de la leupeptine 
et de l’aprotinine et permettant d’inactiver les protéases libérées lors de la rupture des 
membranes cellulaires. Dans le cas d’études de protéines phosphorylées, des inhibiteurs de 
phosphatases sont ajoutés au tampon de lyse : 5 mM de fluorure de sodium, 20 mM de β-
glycérophosphate, 0,2 mM d’orthovanadate de sodium et 1 mM de pyrophosphate de sodium 
décahydraté.  
 
b) Dosage des protéines 
Les comparaisons entre conditions seront effectuées à partir de dépôts d’une même quantité 
de protéines totales. La technique utilisée pour déterminer la concentration protéique d’un 
échantillon est le dosage par l’acide bicinchoninique (BCA) à l’aide du kit Pierce® BCA 
Protein Assay Kit (Réf. 23225, Pierce, Thermo Fischer Scientific, France). Le principe de ce 
dosage est basé sur la réduction des ions Cu2+ en ions Cu1+ en milieu alcalin par les liaisons 
peptidiques contenues dans les protéines. L’acide bicinchoninique est un réactif 
chromogénique du Cu1+ formant un complexe pourpre ayant un maximum d’absorbance à 
562 nm. L’absorbance mesurée est directement proportionnelle à la concentration en 
protéines. La réaction s’effectue entre 25 µL d’échantillon préalablement dilué et 200 µL de 
réactif BCA dans une plaque 96 puits. Après 30 minutes d’incubation à 37°C avec le réactif 
BCA, l’absorbance des échantillons est mesurée à 562 nm avec un spectrophotomètre Spectra 
Max 190 (Molecular Devices, USA). La concentration d’un échantillon est déterminée par 
rapport à celles obtenues avec une gamme d’albumine sérique bovine (BSA) allant de 0 à 2 
mg / mL.  
Le dosage BCA pour déterminer la concentration en protéines d’une solution est une 
technique rapide et sensible (20 à 2000 µg / mL) avec l’avantage que les détergents contenus 
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dans les tampons de lyse interférent moins avec les mesures d’absorbance que la méthode de 
Bradford.  
 
c) Préparation des échantillons 
La séparation des protéines d’un échantillon dans un champ électrique selon leur masse 
moléculaire est effectuée après préparation des protéines dans un tampon contenant du SDS, 
permettant de dénaturer les protéines et de les charger négativement. Le SDS se fixant sur 
toutes les protéines de la même manière avec un rapport d’une molécule de SDS pour deux 
acides aminés, les protéines seront toutes chargées négativement. La charge propre à chaque 
protéine sera ainsi négligée. Les protéines migreront dans le gel d’acrylamide selon leur taille 
et donc leur masse moléculaire.  
Le tampon de charge réducteur et dénaturant (dérivé du Laemmli) utilisé pour préparer les 
lysats cellulaires avant le dépôt sur gel d’acrylamide contient en concentration finale 10 % de 
glycérol, 5 % de β-mercaptoéthanol, 2,3 % de SDS, 0,125 M de Tris pH 6,8 et un colorant (le 
bleu de bromophénol). Il permet d’alourdir l’échantillon pour le déposer plus facilement, de 
dénaturer et de réduire les protéines et de suivre le front de migration à l’aide du colorant. 
Après 30 minutes d’incubation à température ambiante avec ce tampon, les échantillons sont 
prêts à être déposés sur un gel d’électrophorèse SDS-polyacrylamide. 
 
2. Electrophorèse sur gel d’acrylamide et immuno-marquage 
Le gel d’électrophorèse est formé par polymérisation de monomère d’acrylamide et de bis 
acrylamide (Réf. H3574 Biorad, France). La polymérisation est initiée par la production de 
radicaux libres par le TEMED (NNN'N'-tétraméthyléthylènediamine) et le persulfate 
d’ammonium. Le gel d’électrophorèse se compose de deux parties, un gel de concentration et 
un gel de séparation. Le gel de concentration contenant 5 % d’acrylamide condense les 
protéines en une fine bande permettant une entrée simultanée des protéines dans le second gel. 
Le gel de migration permet la séparation des protéines selon leur masse apparente. La quantité 
d’acrylamide présente dans le gel de migration permettra de déterminer la résolution du gel. 
Une quantité d’acrylamide importante permettra de mieux séparer les petites protéines alors 
qu’une quantité plus faible permettra de mieux séparer de grosses protéines (qui migreront 
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plus facilement à travers le maillage). Un marqueur contenant des protéines de poids 
moléculaires connues et colorées permet de suivre l’électrophorèse et d’identifier la taille des 
protéines étudiées (Précision Plus Protein Standards Dual-Color Réf. 161-0374 Biorad, 
France). L’électrophorèse s’effectue à voltage constant à 90 mV lors de la concentration des 
échantillons puis à 130 mV pendant environ 1h30 lors de la séparation des protéines, dans un 
tampon Tris-glycine-SDS (Tableau VI). 
Tableau VI : Composition du tampon d’électrophorèse Tris-glycine-SDS pH 8,3 
COMPOSE CONCENTRATION 
Tris 25 mM 
glycine 190 mM 
SDS 0,1 % 
 
 
Les protéines ayant migré selon leur masse moléculaire sont ensuite transférées sur une 
membrane de polyvinylidène fluoride (PVDF) (immobilon-P Membrane, Millipore, France) 
afin de procéder à l’immunomarquage. Le transfert du gel vers la membrane de PVDF 
s’effectue à l’aide du système Mini Trans-Blot Cell (BioRad, France). Pour cela sont déposés 
de la cathode vers l’anode : une éponge, un papier Whatman, le gel, la membrane de PVDF 
préalablement activée pendant une minute dans du méthanol, un papier Whatman et une autre 
éponge. Le transfert d’effectue en milieu liquide dans un tampon Tris-glycine-méthanol 
(Tableau VII) qui aura également servi à humidifier les éponges et les papiers Whatman, 
pendant 100 minutes à 300 mA constants. 
Tableau VII : Composition du tampon de transfert pH 8,3 
COMPOSE CONCENTRATION 
Tris 25 mM 
glycine 190 mM 
méthanol 10 % 
 
 
Après l’étape de transfert, les espaces de la membrane non occupés par des protéines sont 
saturés pendant 1 à 2 heures à température ambiante sous agitation dans une solution de TTBS 
(Tween Tris-Buffered-Saline) (Tableau VIII) contenant 5 % de lait écrémé. La membrane est 
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ensuite incubée pendant une nuit avec l’anticorps primaire spécifique de la protéine étudiée à 
4°C sous agitation (Tableau IX : Liste des anticorps primaires utilisés). Les membranes sont 
lavées 5 fois pendant 5 minutes avec du TTBS pour éliminer l’anticorps primaire en excès, 
puis incubées avec un anticorps secondaire spécifiquement dirigé contre l’espèce de 
l’anticorps primaire (Tableau X) pendant 1h à température ambiante sous agitation. Enfin, les 
membranes sont de nouveau lavées 5 fois pendant 5 minutes avec du TTBS. La dilution des 
anticorps primaires et secondaire s’effectue dans la solution de TTBS contenant 5 % de lait 
écrémé. Dans le cas de l’anticorps anti-NaV1.5 (Sigma, France), l’anticorps est préalablement 
dilué dans une solution de TTBS contenant 1 % de BSA pendant 30 minutes puis le volume 
est complété par une solution de TTBS contenant 5 % de lait écrémé.  
Tableau VIII : Composition du TTBS pH 7,4 
COMPOSE CONCENTRATION 
Tris 10 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 20 0,1 % 
 
 
Les anticorps secondaires sont couplés à la peroxydase du raifort qui permet la révélation de 
la protéine d’intérêt (HorseRadish, HRP) sauf dans le cas de l’anticorps anti-β-actine qui est 
directement couplé à la HRP. Le principe de la détection de la fixation des anticorps primaires 
et secondaires repose sur l’émission d’un photon par la réaction de la HRP avec son substrat. 
Cette révélation s’effectue à l’aide du kit Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo 
Fischer Scientific, France). La peroxydase du raifort, couplée à l’anticorps secondaire, permet 
l’oxydation du luminol en présence de peroxyde d’hydrogène présent dans les réactifs du kit 
ECL. La membrane est mise en présence des réactifs du kit pendant environ une minute puis 
est placée entre deux films plastiques. Un développement autoradiographique classique 
permet la détection du signal sur un film photographique (Kodak® BioMax™ light film, 
Sigma, France) après développement et fixation par les réactifs Kodak® processing chemicals 
for autoradiography films (Sigma, France). Le film est ensuite séché, scanné et analysé. Le 
signal peut également être capté à l’aide d’un imageur équipé d’une caméra CCD (MF-
ChemiBis 3.2, DNR, FSVT, France). Dans les deux modes de révélation, le temps 
d’exposition de la membrane sur le film ou sur la caméra doit être contrôlé afin d’obtenir un 
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signal clair et non surexposé. Les images sont analysées à l’aide du logiciel MultiGauge V3.0 
(Fujifilm, FSVT, France). 
 
Tableau IX : Liste des anticorps primaires utilisés pour le western blotting 
Anticorps Primaires 
     
PROTEINE 
RECHERCHEE 
ANTICORPS REFERENCE FOURNISSEUR DILUTION 
ESPECE 
REACTIVE 
MASSE 
MOLECULAIRE 
NHE1 
IgG1 monoclonales 
anti-NHE1 clone 4E9 
MAB3140 
Chemicon 
International, 
Millipore France 
1/1000 souris 90-110kDa 
Canaux 
sodiques NaV 
IgG1 Monoclonales 
anti-sodium channel 
(pan) clone K58/35 
S8809 Sigma, France 1/200 souris 250kDa 
NaV1.5 IgG anti-NaV1.5  
S0819 lot 
061M1688 
Sigma, France 1/1000 lapin 250kDa 
NaV1.5 IgG anti-NaV1.5 
 
Xu et al., 2005 1/200 lapin 250kDa 
β-Actine 
IgG1 monoclonales 
anti-β-actine HRP 
(C4) sc-47778 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/1000 souris 43kda 
HSC70  
IgG2a monoclonales 
anti-HSC70 
(B-6) sc-7298 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/30000 souris 70kDa 
Ezrin 
IgG1 monoclonales 
anti-Ezrin 
(3C12) sc-
58758 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/1000 souris 87kda 
p-Ezrin (thr 566) IgG anti-p-Ezrin sc-101677 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/1000 lapin  87kda 
Cortactine 
IgG1 monoclonales 
anti-cortactine 
(p80/85) clone 4F11 
05-180 Millipore, France 1/1000 souris 80 kDa 
Cathepsine B IgG anti-cathepsine B 20-CR71 Fitzgerald, USA 1/1000 lapin 
20, 25 et 
37kDa 
 14-3-3 IgG anti-14-3-3 (pan) (K19) sc-629 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/1000 lapin 32kDa 
p44/42 MAPK 
(Erk1/2)  
IgG1 monoclonales 
anti-p44/42 MAPK 
4696 
Cell signaling, 
Ozyme France 
1/3000 souris 42-44 kDa 
Phospho-
p44/42 MAPK 
(Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) 
IgG anti-Phospho-
p44/42 MAPK 
9101 
Cell signaling, 
Ozyme France 
1/1000 lapin 42-44 kDa 
Phospho-p38 
MAPK 
(Thr180/Tyr182) 
(28B10) 
IgG1 monoclonales 
anti-Phospho-p38 
MAPK 
9216 
Cell signaling, 
Ozyme France 
1/1000 souris 43kDa 
MT1-MMP IgG anti-MT1-MMP AB6004 Millipore, France 1/1000 lapin 65kDa 
FAK IgG anti-FAK (C20) sc-558 
Santa-Cruz, 
Tebu-Bio France 
1/1000 lapin 125kDa 
Β-adaptine 
IgG1 monoclonales 
anti-β-adaptine 
BD610382 
BD Biosciences, 
France 
1/2500 souris 109kDa 
cavéoline-1 
IgG monoclonales anti-
cavéoline-1 
3267 
Cell signaling, 
Ozyme France 
1/2000 lapin 22kDa 
Phospho-
cortactine 
(Y421)  
IgG anti-Phospho-
cortactine 
AB3852 
Chemicon 
International, 
Millipore France 
1/1000 lapin 80kDa 
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Tableau X : Liste des anticorps secondaires utilisés pour le western blotting 
Anticorps Secondaires 
    
 
ANTICORPS REFERENCE FOURNISSEUR DILUTION ESPECE 
anti-lapin anti-lapin IgG-HRP sc-2004 
Santa-Cruz, Tebu-Bio 
France 
1/3000 chèvre 
anti-souris anti-souris IgG-HRP sc-2005 Santa-Cruz, Tebu-Bio 
France 
1/3000 chèvre 
 
 
C. Co-Immunoprécipitation 
La co-immunoprécipitation permet d’étudier des interactions entre deux protéines. Pour cela, 
une protéine est précipitée par un anticorps spécifique dans un tampon de lyse permettant 
d’extraire les protéines tout en conservant les interactions qui peuvent exister. Des billes 
couplées à une protéine recombinante contenant les domaines de fixation des protéines A et G 
aux immunoglobulines permet de séparer du lysat le complexe anticorps-antigène ainsi que 
les protéines qui étaient associées à l’antigène. Après plusieurs lavages du complexe billes-
anticorps-antigène, les protéines fixées à l’anticorps sont dénaturées puis analysées par 
western blotting.  
Les cellules cultivées dans une boite de 25 cm² sont lavées 3 fois dans du DPBS froid puis 
grattées dans 1 mL de tampon de lyse (Tris 50 mM pH=7, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 
MgCl2 5 mM, Glycérol 10 %, Triton X-100 1 %, inhibiteurs de protéases). Après dosage des 
protéines, le lysat (500 µg dans 500 µL) est incubé pendant 30 minutes avec 20 µL de billes 
magnétiques Bio-Adembeads PAG (Réf. 0463, Ademtech, France) préalablement lavées dans 
du tampon de lyse. Cette première incubation des billes avec le lysat protéique permet 
d’éliminer certaines protéines qui se fixent de manière non spécifique sur les billes 
magnétiques. Les billes sont séparées du lysat grâce à un portoir magnétique puis le lysat est 
incubé pendant une nuit sous agitation à 4°C avec 1 µg d’anticorps anti-NHE1 (4E9, 
Chemicon, Thermo Fischer Scientific, France) ou 1µg d’immunoglobulines de souris (IgG de 
souris, Abcys France) afin de s’assurer de la spécificité de l’interaction avec l’anticorps 
utilisé. Les billes magnétiques (20 µL) préalablement lavées dans du tampon de lyse sont 
ajoutées au lysat pendant 2h30 à température ambiante sous agitation. La fixation non 
spécifique de protéines sur l’anticorps est éliminée par 5 lavages dans 500 µL de tampon de 
lyse. Les protéines fixées aux billes magnétiques sont éluées dans 20 µL de tampon de charge 
utilisé pour le western blotting puis chauffées à 95°C pendant 5 minutes et déposées sur un 
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gel d’acrylamide (10µL par condition). Le premier surnageant avant les lavages du complexe 
anticorps-antigène-billes est conservé et sera également déposé pour s’assurer de la 
disparition de la protéine immunoprécipitée du lysat. Le western blot sera révélé avec un 
anticorps anti-NHE1 pour s’assurer de l’immunoprécipitation de cette protéine puis avec des 
anticorps anti-NaV1.5, cortactine et cavéoline-1 pour étudier leur interaction avec NHE1. 
 
D. Transfection transitoire par des ARN interférents 
Le phénomène d’ARN interférence permet d’inhiber spécifiquement l’expression d’un ARNm 
à partir d’ARN double brin. Les « Small Interfering RNA » (siRNA) sont de courtes 
séquences d’ARN double brin (20-25 nucléotides) ciblant spécifiquement un ARN messager. 
Une fois introduit dans la cellule, le siRNA est pris en charge par un complexe 
multiprotéique, le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Le brin non 
complémentaire à l’ARNm est dégradé tandis que le brin complémentaire guide le complexe 
vers son ARNm cible. La protéine Argonaute, une endonucléase du complexe RISC, clive 
l’ARNm qui sera dégradé par des exonucléases cellulaires.  
Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées par un ensemble de trois siRNA dirigés contre 
les ARNm de NHE1 (sc-42650, Santa Cruz, Tebu-Bio, France) ou de NaV1.5 (sc-42640, 
Santa Cruz, Tebu-Bio, France). Un siRNA ne ciblant aucun gène connu (sc-37007, Santa 
Cruz, Tebu-Bio, France) est utilisé comme contrôle. Un agent transfectant, la lipofectamine 
RNAimax (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, France) neutralise les charges des siRNA 
pour leur permettre de traverser la membrane cellulaire et d’être libérés dans le milieu 
intracellulaire. Pour cela, une solution contenant les siRNA, à une concentration finale de 
10 nM pour le siNHE1 ou 20 nM pour le siNaV1.5 et la lipofectamine (0,23 % du volume 
final) est préparée dans du milieu DMEM sans SVF. Après 20 minutes d’incubation 
permettant aux complexes lipofectamine-siRNA de se former, les cellules en suspension sont 
ajoutées au mélange puis ensemencées. L’efficacité de l’inhibition d’expression du gène cible 
est vérifiée par PCR en temps réel et / ou par western blotting. Les cellules sont récoltées 24h 
après la transfection pour être utilisées lors des différentes expériences (migration, invasion, 
pH, patch clamp…). Ce temps de 48h après la transfection permet d’obtenir la meilleure 
efficacité des siRNA dirigés contre NaV1.5. Une cinétique a été réalisée pour déterminer le 
temps nécessaire pour avoir une efficacité optimale du siNHE1 (Figure 29). 
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III. Etude des propriétés des cellules cancéreuses 
A. Etude de la prolifération ou de la toxicité cellulaire 
1. Test de viabilité cellulaire : MTT 
La viabilité cellulaire est évaluée par le test MTT (bromure de 2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-
3,5-diphenyl-2H-tetrazolium) (Mosmann, 1983). Ce test colorimétrique est basé sur la 
réduction des sels de tétrazolium jaunes en cristaux de formazan violets insolubles en solution 
aqueuse. La réduction du MTT s’effectue par les oxydoréductases et déshydrogénases 
(dépendantes du NADH) cytosoliques et majoritairement mitochondriales des cellules 
métaboliquement actives, ce qui permet d’évaluer le nombre de cellules vivantes. La mesure 
par spectrophotométrie de l’absorbance à 570 nm est directement proportionnelle au nombre 
de cellules viables.  
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 40 000 à 80 000 
cellules par puits en présence ou non de la substance à tester. Après 24h de culture pour les 
tests de cytotoxicité ou 4 jours pour les tests de prolifération, les cellules MDA-MB-231 sont 
incubées pendant 1 heure à 37°C avec 400 µL d’une solution de MTT à 0,5 mg / mL préparée 
dans du milieu de culture. Puis, les cristaux de formazan sont dissous dans 400 µL de DMSO. 
Pour chaque puits, 200 µL sont transférés sur une plaque 96 puits afin de mesurer 
l’absorbance à 570 nm à l’aide du spectrophotomètre Spectra Max 190 (Molecular Devices, 
USA). L’absorbance du DMSO seul est soustraite de chaque valeur. La prolifération ou la 
cytotoxicité sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport au contrôle.  
Ce test permet de mesurer la viabilité cellulaire de manière précise et reproductible pour 
identifier si une substance est toxique ou si elle modifie les propriétés de prolifération des 
cellules cancéreuses. Néanmoins, le test MTT étant basé sur l’activité mitochondriale, il est 
nécessaire d’utiliser une autre technique pour vérifier que le composé étudié n’agit pas sur 
l’activité mitochondriale. Le test MTT a été préféré au test au bleu de Trypan pour sa plus 
grande facilité d’utilisation. 
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2. Coloration des cellules au bleu de méthylène 
Le test au bleu de méthylène est utilisé pour confirmer les résultats obtenus par le test MTT et 
s’affranchir d’un effet de la condition à tester sur l’activité mitochondriale. Le bleu de 
méthylène est utilisé pour colorer les cellules adhérentes au support. La coloration peut 
ensuite être dissoute dans de l’acide chlorhydrique et l’absorbance à 630 nm mesurée avec un 
spectrophotomètre. L’absorbance est proportionnelle au nombre de cellules présentes dans le 
puits. Le bleu de méthylène se fixe aussi bien sur les cellules vivantes que sur les cellules 
mortes, un lavage avant l’incubation avec le bleu de méthylène permet de retirer les cellules 
décollées et de ne conserver que les cellules adhérentes. Ce test qui permet de mesurer le 
nombre de cellules est donc complémentaire du test MTT bien que moins sensible. 
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits à la même densité cellulaire que pour 
le test MTT en présence ou non de la substance à tester. Après 24h pour la cytotoxicité ou 4 
jours pour la prolifération, les puits sont lavés avec du DPBS puis les cellules sont fixées avec 
du méthanol. Les cellules sont colorées pendant 10 minutes avec du bleu de méthylène 1 %. 
La plaque est ensuite lavée par immersion puis séchée. Le colorant est dissout dans 300 µL 
d’acide chlorhydrique 0,1 N sous agitation à température ambiante. L’absorbance est mesurée 
à 630 nm avec le spectrophotomètre Spectra Max 190 (Molecular Devices, USA). 
L’absorbance de l’acide chlorhydrique seul est soustraite de chaque valeur. La prolifération 
ou la cytotoxicité sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport au contrôle.  
 
B. Etude de la mort cellulaire par apoptose 
La Méthode d'O. Frankfurt (Frankfurt et al., 1996) permet la détection des cellules 
apoptotiques par immuno-marquage puis cytométrie en flux. Elle est basée sur la sensibilité 
de l’ADN des cellules en apoptose à la dénaturation par la chaleur en présence de formamide. 
L’anticorps monoclonal F7-26 (AbC156 IgM anti ss DNA/APOSTAIN AbCys, France) se 
fixe spécifiquement sur l’ADN simple brin. Un chauffage en présence de formamide dénature 
seulement l’ADN des cellules apoptotiques ce qui permet de distinguer la nécrose de 
l’apoptose.  
Après obtention de la suspension cellulaire par trypsination puis lavages dans du DPBS, les 
cellules (de 125 000 à 250 000 cellules dans 250 µL de DPBS) sont fixées par du méthanol 
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glacé. Après centrifugation, le culot cellulaire est remis en suspension dans 250 µL de 
formamide puis chauffé à 75°C pendant 10 minutes. La suspension cellulaire est remise à 
température ambiante pendant 15 minutes, puis saturée pendant 15 minutes dans une solution 
de DPBS contenant 1 % de lait écrémé. La solution de saturation est retirée par centrifugation 
à 700 x g pendant 5 minutes puis les cellules sont incubées pendant 15 minutes avec 10 µg / 
mL d’anticorps F7-26 dilué dans du DPBS contenant 5 % de SVF. Après un lavage par un 
ajout de DPBS puis une centrifugation à 700 x g pendant 5 minutes, 20 µg / mL d’anticorps 
secondaire anti-IgM couplé au FITC (F9259 Sigma, France) préparé dans du DPBS contenant 
1 % de lait écrémé sont incubés pendant 15 minutes. Les cellules sont lavées dans du DPBS 
puis analysées par un cytomètre en flux Coulter Epics XL-MCL (Beckman Coulter, France) 
équipé d’un laser Argon 488. Un contrôle isotypique est utilisé afin de s’affranchir d’une 
éventuelle fixation non spécifique de l’anticorps F7-26. Pour cela, une partie de la suspension 
cellulaire est incubée avec l’anticorps F7-26 et l’autre avec un IgM (M5909, Sigma France) 
(10 µg / mL dans du DPBS contenant 5 % de SVF). Les résultats sont analysés à l’aide du 
logiciel Expo32 (Beckman Coulter, France). 
 
C. Etude de la polymérisation de l’actine 
La polymérisation de l’actine est évaluée par la fixation de phalloïdine, toxine se fixant sur 
l’actine polymérisée (F-actine), couplée à un AlexaFluor594® (A12381 Alexa Fluor® 594 
phalloïdin, Molecular probes, Thermo Fischer Scientific, France) (Favia et al., 2009). Le 
fluorophore peut être dissous puis la fluorescence mesurée permettra d’évaluer les variations 
de quantité d’actine polymérisée. 
Après 24h de culture dans des puits de plaques 6 puits, les cellules sont lavées avec du DPBS 
puis fixées avec une solution contenant 4 % de formaldéhyde (formaldéhyde 30 % stabilisé 
dans 10 % de méthanol, Carlo Erba, France) et 4 % de saccharose dans 0,1 % de DPBS froid 
pendant 20 minutes à température ambiante. Les cellules sont perméabilisées avec une 
solution de DPBS contenant 0,1 % de Triton X-100 pendant 3 minutes puis sont incubées 
pendant 1h avec la phalloïdine594® diluée au 200ème dans du DPBS. Après deux lavages dans 
du DPBS, la phalloïdine594® fixée à la F-actine est extraite dans du méthanol pendant une 
nuit à 4°C sous agitation. La fluorescence dans le surnageant émise à 609 nm pour une 
longueur d’onde d’excitation de 585 nm est mesurée à l’aide d’un spectrofluorimètre Hitachi 
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F-2500 (Hitachi, Japon). Un traitement des cellules avant la fixation, pendant 30 minutes à 
37°C avec 0,5 µM de cytochalasine D (Thermo Fischer Scientific, France), bloquant la 
polymérisation de l’actine, est utilisé afin de s’assurer de la diminution de la polymérisation 
de l’actine par cette toxine. Après mesure de la fluorescence dans les surnageants, les cellules 
sont grattées dans un tampon de lyse contenant 5 % de SDS et des inhibiteurs de protéases 
préparé dans du DPBS puis la quantité de protéine dans chaque condition est mesurée à l’aide 
d’un dosage BCA. Les valeurs de fluorescence sont normalisées par rapport à la quantité de 
protéine et au contrôle. 
 
D. Etude de la migration et de l’invasivité cellulaire in vitro 
Les cellules cancéreuses sont capables de dégrader leur environnement extracellulaire et de 
migrer à travers les tissus pour passer dans la circulation et envahir des tissus hôtes. Il est 
possible de modéliser ces phénomènes in vitro en évaluant la migration et l’invasivité 
cellulaire. Nous avons défini le terme de migration comme étant la capacité des cellules à 
franchir de manière active un filtre de polyéthylène téréphtalate contenant des pores de 8 µm 
de diamètre (Réf. 353097, BD Biosciences, France). Dans le cas de l’évaluation de 
l’invasivité cellulaire, ces mêmes filtres sont recouverts d’un film de Matrigel™, mimant 
ainsi la matrice extracellulaire (Réf. 354480, BD Biosciences, France). Dans ces conditions, 
les cellules doivent dégrader le Matrigel™ avant de migrer à travers les pores du filtre. 
L’objectif de ces techniques est de compter le nombre de cellules ayant migré à travers les 
pores et présentes sur la surface inférieure de l’insert (Figure 21). La taille des cellules étant 
supérieure au diamètre des pores, le phénomène présenté ici correspond bien à une migration 
active des cellules qui doivent se déformer pour traverser ces pores et non à un effet de la 
gravité. Les cellules utilisées dans le cadre de cette étude étant par ailleurs des cellules 
adhérentes. Les tests de migration et d’invasivité constituent un moyen simple et précis 
d’évaluer le comportement des cellules cancéreuses in vitro. Il est cependant nécessaire 
d’ensemencer parfaitement le même nombre de cellules pour chaque insert et de contrôler le 
temps de migration ainsi que la répartition homogène des cellules au risque de fausser les 
résultats. Il est également nécessaire de s’assurer que la substance à tester n’a pas d’effet 
toxique sur les cellules.  
Les inserts contenant les filtres sont placés dans une plaque 24 puits et permettent de délimiter 
un compartiment supérieur et inférieur. La suspension cellulaire contenant 60 000 cellules 
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MDA-MB-231 dans 200 µL de milieu DMEM contenant 5 % SVF est déposée dans le 
compartiment supérieur de l’insert avec la substance à tester. Le compartiment inférieur est 
rempli avec 800 µL de DMEM supplémenté par 10 % de SVF avec également la substance à 
tester. La différence de SVF entre les compartiments supérieurs et inférieurs permet 
l’établissement d’un gradient chimioattractant (d’hormones et de facteur de croissance). Après 
24h de migration ou d’invasion, les inserts sont lavés au DPBS puis les cellules sont fixées 
pendant 10 minutes dans du méthanol glacé et colorées à l’hématoxyline. Les cellules situées 
sur la face supérieure de l’insert sont retirées pour ne compter que les cellules ayant migré à 
travers les pores.  
 
Figure 21 : Inserts utilisés lors des tests de migration (A) et d’invasivité (B) cellulaire. 
 
Le comptage d’effectue sur des photos de chaque insert à l’aide du logiciel MesurimPro V3.2 
(logiciel gratuit développé par J-F Madre, Amiens). Pour chaque insert 5 photos à un 
grossissement de 200 fois sont faites de manière à représenter tout l’insert. Pour les tests 
d’invasivité cellulaire, le nombre de cellule étant plus faible, tout l’insert sera compté afin 
d’être plus précis et d’éviter les biais de sélection des champs à prendre en photo. Le nombre 
de cellules ayant migré est normalisé par insert par rapport à la moyenne du contrôle de 
l’expérience.  
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E. Etude de la dégradation protéolytique de la matrice 
extracellulaire 
La technique des inserts d’invasion étant basé sur la dégradation de la matrice extracellulaire 
par les cellules mais aussi sur leur capacité à traverser le filtre poreux, il est possible d’isoler 
chacun de ces deux paramètres et de mesurer seulement la dégradation protéolytique de la 
matrice extracellulaire sans que la migration n’entre en compte. Cette technique de mesure de 
dégradation protéolytique est basée sur des substrats fluorogéniques de protéases placés dans 
une matrice (ici du Matrigel™). Le substrat utilisé est de la DQ-gelatin™ (D-12054 Molecular 
probes, Thermo Fischer Scientific, France). Ce substrat est couplé à de la fluorescéine et est 
non fluorescent lorsqu’il n’est pas dégradé. Le clivage de la DQ-gelatin™ par une gélatinase 
ou une collagénase induit une augmentation de la fluorescence proportionnelle à la quantité de 
dégradation. Le Matrigel™ se gélifiant à température ambiante, les plaques, pipette et cônes 
utilisés doivent être au préalable refroidis et conservés à -20°C. Après décongélation à 4°C, le 
Matrigel™ est dilué au tiers dans du DMEM sans SVF puis complété avec 25 µg / µL de DQ-
gelatin™. Une couche uniforme de Matrigel™ est déposée sur les puits de lames 
compartimentées Lab-tek™ (60 µL par cm²). La lame est placée à 37°C pendant 30 minutes 
pour permettre au Matrigel™ de commencer à se solidifier. Les cellules sont ensemencées 
pour obtenir des cellules isolées permettant leur observation (5 000 cellules par cm²). La 
couche de Matrigel™ étant épaisse, les cellules se développeront dans l’épaisseur de la 
matrice. Après 24h de culture (pour éviter la formation de colonies), la préparation cellulaire 
est lavée dans du DPBS puis fixée avec une solution contenant 4 % de formaldéhyde et 4 % 
de saccharose dans 0,1 % de DPBS froid pendant 20 minutes à température ambiante. Après 3 
lavages dans du DPBS, les puits sont retirés et la lame est montée avec du milieu de montage 
SlowFade® Gold antifade reagent with DAPI (Réf. S36939 Invitrogen, Thermo Fischer 
Scientific, France) et une lamelle couvre-objet. La dégradation de la DQ-gelatin™ est 
visualisée à l’aide du microscope d’épifluorescence Eclipse Ti-S (Nikon France) équipé d’une 
lampe à vapeur de mercure (C-SHG1, Nikon, France) et d’une caméra (Digital camera DXM 
1200F, Nikon, France). Les longueurs d’ondes d’émission et d’excitation de la fluorescéine 
sont sélectionnées à l’aide du cube GFP-3035B (Semrock, USA). L’acquisition s’effectue à 
un grossissement de 400 x à l’aide du logiciel NIS-Eléments V3.0 (Nikon, France). Les 
images sont analysées et quantifiées à l’aide du logiciel ImageJ 1.45s (National Institue of 
Health, USA). 
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IV. Mesures du pH intracellulaire et périmembranaire 
et de l’activité de l’échangeur sodium-proton 
A. Mesure du pH intracellulaire et périmembranaire par 
spectrofluorimétrie 
1. Mesure du pH intracellulaire 
a) Principe 
Le pH intracellulaire (pHi) est mesuré à l'aide d'une sonde fluorescente, le 2',7'-
bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescéine (BCECF), dérivée de la fluorescéine (Réf. B1170 
Thermo Fischer Scientific, France). Ce fluorophore est utilisé sous forme d’un mélange de 
trois isoformes estérifiées par des groupements acétoxyméthyl (BCECF-AM) (Rink et al., 
1982) ce qui le rend non fluorescent et non chargé et lui permet de traverser les membranes 
cellulaires (Figure 22). A l'intérieur des cellules, les groupements acétoxyméthyl ester sont 
hydrolysés par des estérases non spécifiques, induisant la fluorescence et la rétention du 
fluorophore, peu diffusible, à l'intérieur de la cellule. Le BCECF possède en effet 4 à 5 
charges négatives à pH=7. Le BCECF présente un pic d'émission à 530 nm et deux longueurs 
d'ondes d'excitation sont utilisées : l'une à 444 nm, point isobestique indépendant du pHi, et 
l'autre à 503 nm dépendante du pHi (Figure 22). En milieu acide, les protons neutralisent les 
groupements carboxyliques induisant une diminution de la fluorescence, alors qu’en milieu 
alcalin, les groupements du BCECF sont ionisés, la fluorescence augmente. Pour éviter des 
erreurs de mesure dues à la perte de la sonde, au photo-blanchiment, à une répartition non 
uniforme de la sonde ou des erreurs d’interprétations en fonction de la charge en fluorophore 
ou du nombre de cellules, le pHi est calculé comme le rapport des intensités de fluorescence à 
530 nm pour des excitations de 503 et 444 nm. 
Cette technique de mesure de pH intracellulaire par fluorimétrie et ratiométrie est une 
technique sensible et reproductible permettant d’apprécier l’effet de différents agents 
pharmacologiques ou moléculaires sur la régulation du pH intracellulaire des cellules. Elle 
présente l’avantage de mesurer le pH intracellulair
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dans une cuve ce qui est intéressant dans le cas d’un traitement par un siRNA qui n’a pas une 
efficacité de 100 %. L’inconvénient majeur de cette technique est l’utilisation de cellules en 
suspension, ce qui ne représente pas au mieux la physiologie de cellules adhérentes. Cette 
technique ne permet pas d’obtenir des informations sur le pH intracellulaire à l’échelle d’une 
cellule unique. Pour cela il faudrait utiliser un système de microspectrofluorimétrie.  
 
Figure 22 : Principe des mesures de pH intracellulaire avec le BCECF. 
A. Le BCECF est estérifié par des groupements acétoxyméthyl qui lui permettent de traverser les membranes 
cellulaires. Des estérases intracellulaires clivent les groupements acétoxyméthyl permettant la rétention du 
BCECF fluorescent dans les cellules. Modifié d’après Molecular Probes®, Invitrogen B. Spectre d’excitation du 
BCECF pour une longueur d’onde d’émission de 530 nm. C. Spectre d’émission du BCECF pour une longueur 
d’onde d’excitation de 505 nm. 
 
b) Isolement des cellules et solutions utilisées 
Les cellules (100 000 cellules / cm²) sont lavées deux fois avec une solution physiologique de 
Hanks (Réf. H1387, Sigma, France), puis elles sont incubées avec du Hanks sans calcium ni 
magnésium contenant 2 mM d’EDTA (Tableau XI) (Réf. H4891, Sigma, France) pendant 5 
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minutes sous agitation circulaire à température ambiante. Cette incubation ainsi qu’un 
grattage doux avec un râteau permet de décoller les cellules et de les mettre en suspension 
sans avoir à les trypsiner, ce qui pourrait être délétère pour l’activité de nombreuses protéines 
membranaires. Les cellules recueillies sont centrifugés à 1000 x g pendant 5 minutes. Le culot 
contenant les cellules est remis en suspension dans une solution de Hanks contenant du 
calcium et du magnésium puis de nouveau centrifugé afin d’éliminer toute trace d’EDTA. Le 
culot ainsi obtenu est remis en suspension dans 10 mL de Hanks puis incubé pendant 30 
minutes à 37°C avec le BCECF-AM (dilué dans du DMSO) à une concentration finale de 
2 µM. Après l'incubation, l’excès de fluorophore est retiré par un lavage des cellules dans du 
Hanks et une centrifugation à 1000 x g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est remis en 
suspension dans du Hanks afin d’obtenir une suspension de 1 à 2 millions de cellules par mL. 
Pour chaque mesure, 1 mL de suspension cellulaire est centrifugé 5 minutes à 1000 x g pour 
retirer le fluorophore qui aurait pu être expulsé des cellules, puis le culot est remis en 
suspension dans 2 mL de milieu approprié dans une cuve de mesure en quartz. La mesure 
s'effectue à une température de 37°C sous agitation grâce à un spectrofluorimètre Hitachi F-
2500 équipé d’une lampe xénon et d’un monochromateur (Hitachi, Japon). Le 
spectrophotomètre mesure à 530 nm un point de fluorescence toutes les deux secondes 
pendant 20 minutes alternativement pour les longueurs d’ondes d’excitation de 444 nm et 503 
nm.  
Le pH intracellulaire étant mesuré à l’aide de cellules en suspension et sous agitation, afin de 
ne pas les laisser trop longtemps en suspension, les cellules sont utilisées dans les deux heures 
après les avoir décollées. Les volumes de solutions à ajouter dans la cuve ont été minimisés 
pour ne pas trop faire varier le volume de la suspension cellulaire. Les solutions utilisées ne 
contiennent pas de bicarbonates pour s’affranchir de l’implication des transporteurs de 
bicarbonate et ont été tamponnées à l’aide d’HEPES à un pH de 7,4. 
Trois types de paramètres peuvent être étudiés grâce à ces mesures de pH intracellulaire : le 
pH intracellulaire à l’équilibre, le pouvoir tampon ou l’activité d’efflux de protons dépendant 
du sodium de cellules acidifiées. 
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Tableau XI : Composition des solutions utilisées pour les mesures de pH intracellulaire.  
Le pH des solutions de Hanks et de Hanks sans Ca2+, Mg2+ est ajusté à 7,4 à l’aide de NaOH, celui de la solution 
sans Na+ avec du KOH.  
 
 
c) Mesure du pH intracellulaire à l’équilibre et du pouvoir tampon 
La mesure du pH intracellulaire à l’équilibre permet de comparer l’influence d’un traitement 
par un inhibiteur pharmacologique ou par un siRNA sur le pHi des cellules à l’équilibre dans 
un milieu physiologique classique de Hanks (sans modifier artificiellement leur pHi). Le pHi à 
l’équilibre est calculé à partir de la pente des 180 premières secondes de la mesure. Le 
pouvoir tampon est également calculé à partir de cellules à l’équilibre dans du Hanks. Le 
pouvoir tampon intracellulaire (βi) (exprimé en mM H+ / UpH) est déterminé comme le 
changement de pHi induit par l'ajout de 20 mM de NH4Cl (Roos and Boron, 1981). Il se 
calcule à l'aide de la formule suivante : βi = ∆[NH4+]i / ∆pHi 
où : [NH4+]i = [NH3]i x 10pKa-pHi  
et [NH3]i = [NH4+]e x 10pHe-pKa  
 pKa = 9.21 
 i et e correspondent respectivement à intracellulaire et extracellulaire 
COMPOSITION EN mM HANKS HANKS SANS Ca2+, Mg2+ SOLUTION SANS Na+ 
CaCl2 1,26 - 1.26 
MgSO4 0,8 - 0.8 
KCl 5,36 5,36 5,36 
KH2PO4 0,44 0,44 0,44 
NaCl 137 137 - 
Na2HPO4 0,337 0,337 0,337 
D-Glucose 5,55 5,55 5,55 
Hepes 20 20 20 
EDTA - 2 - 
n-méthyl-D-glucamine 
(NMDG) - - 137 
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Le pouvoir tampon intracellulaire correspond à la capacité des cellules à tamponner une 
entrée d’espèces acides ou basiques, c’est-à-dire à minimiser le changement de pH dû à ces 
entrées. Une base faible, le NH4Cl a été utilisée pour mesurer le pouvoir tampon des 
différentes populations cellulaires. Le NH4Cl ajouté à une concentration finale de 20 mM 
dans le milieu extracellulaire se dissocie en NH4+ + Cl- puis NH3 + H+. Le NH3 (non chargé) 
entre dans les cellules et fixe les protons intracellulaires ce qui conduit à une rapide 
alcalinisation, suivie d’une acidification plus lente due à l’entrée des ions NH4+ (Figure 23). 
Cette mesure permet de normaliser les différents lots de cellules et d’exprimer les variations 
de pH observées en concentration de protons puisque ∆[H+]i = ∆[pH]i x βi. 
A la fin de chaque cinétique, une calibration est effectuée permettant de convertir les valeurs 
de fluorescence obtenues (ratio 503 / 444 nm) en valeur de pH. Pour cela, les pH 
intracellulaire et extracellulaire sont équilibrés à l'aide d'un détergent qui perméabilise les 
membranes : la digitonine, utilisée à une concentration de 70 µM. L'étalonnage s'effectue par 
trois à quatre ajouts d'acide chlorhydrique 0,1 N (ou de NaOH 0,1 N) et la mesure simultanée 
du pH dans la cuve à l’aide d’une électrode de pH. Ainsi à chaque pH (pHi = pHe après action 
de la digitonine) est associée une valeur du rapport de fluorescence 503 / 444 nm. 
 
 
Figure 23 : Cinétique de mesure du pH intracellulaire à l’équilibre et du pouvoir tampon. 
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d) Mesure de l’activité de l’échangeur sodium-proton 
L’échangeur sodium-proton possède un rôle de défense des cellules contre une acidification 
intracellulaire. Il est peu actif à pH neutre alors que lorsque le pHi devient acide, son activité 
augmente dans le but d’expulser les protons en excès. Il est donc nécessaire pour pouvoir 
étudier son activité de se placer dans des conditions ou l’échangeur fonctionne, c’est-à-dire 
dans des cellules acidifiées de manière artificielle.  
Les cellules sont acidifiées par la technique du pré-pulse d'ammonium (Boron and De Weer, 
1976). Le NH4Cl est ajouté à une concentration finale de 20 mM pendant 3 minutes dans le 
milieu extracellulaire induisant une rapide alcalinisation, suivie d’une acidification plus lente 
due à l’entrée des ions NH4+. La suspension cellulaire est centrifugée à 1000 x g pendant 5 
minutes et remise en suspension dans 2 mL de solution sans NH4Cl pour procéder à 
l’acidification et sans sodium pour empêcher l’échangeur de fonctionner en dehors des 
mesures. Lorsque les ions NH3 et NH4+ sont retirés du milieu, les NH4+ libèrent des protons 
dans le milieu intracellulaire et le pHi devient plus acide que sa valeur initiale. La diminution 
du pH est le reflet de l’accumulation des NH4+ qui produiront plus de protons que présents 
initialement. Après ajout de sodium (130 mM de NaCl) l’échangeur sodium-proton peut à 
nouveau jouer son rôle (Figure 24), et la vitesse l’alcalinisation dépendra de l’activité de 
l’échangeur : vi (unité pH/min) = ∆pHi / ∆t.  
 
Figure 24 : Cinétique de mesure de l’activité de l’échangeur sodium-proton sur des cellules 
acidifiées par un pré-pulse d’ammonium. 
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La vitesse d'alcalinisation peut être évaluée en modélisant la courbe obtenue par une 
exponentielle (Simchowitz and Roos, 1985) à l'aide de l'équation suivante : pHt = pHfin-(pHfin-
pHini) e-kt  
où pHt : pHi à un temps t 
pHfin : pHi stabilisé après l'ajout de Na+ 
 pHini : pHi au début de l'alcalinisation 
k : constante de temps obtenue grâce à un ajustement par la méthode des moindres 
carrés  
L’ajustement des valeurs expérimentales au modèle exponentiel par la méthode des moindres 
carrés (fonction solveur d’Excel, Microsoft office) permet de déterminer pHfin, pHini et k. Le 
calcul de la vitesse initiale d’alcalinisation est ensuite effectué : vi (upH/min) = ∆pHi / ∆t = 
k(pHst-pHinit) (Gore et al., 1994). La vitesse initiale d'alcalinisation est rapportée en flux net 
de protons (µM H+ / seconde) grâce au produit de la vitesse d'alcalinisation et du pouvoir 
tampon JH+ = vi x βi. Différentes solutions ont été utilisées à la place du NaCl afin de s’assurer 
de l’implication du sodium dans la vitesse l’alcalinisation induite par l’ajout de NaCl : choline 
Cl 130 mM, NMDG 130 mM, Na2SO4 65 mM, NaCl 110 mM + NaHCO3 20 mM. 
 
2. Mesure du pH périmembranaire 
La mesure du pH extracellulaire dans l’environnement proche de la membrane plasmique 
permet d’avoir le reflet du transport de protons vers l’environnement extracellulaire. Cela est 
possible avec la molécule fluorescente N-(Fluorescein-5-Thiocarbamoyl)-1,2-
Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (fluorescéine-DHPE, Thermo Fischer 
Scientific, France). Ce fluorophore est composée d’un phospholipide couplé à une molécule 
de fluorescéine (Figure 25). Il est formé d’une phosphatidyl éthanolamine reliée à deux acides 
palmitiques grâce au squelette glycérol, la fluorescéine étant couplée à l’éthanolamine. Cette 
sonde fluorescente est capable de s’incorporer dans le feuillet externe de la membrane 
plasmique grâce au phospholipide, et permet par conséquent la mesure de fluorescence dans 
l’environnement périmembranaire. Les valeurs de fluorescence obtenues sont basées sur les 
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propriétés de fluorescence dépendante du pH de la 
le pH périmembranaire (pHm).
Figure 25 : Structure de la molécule de
Source : Molecular Probes®, Invitrogen
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perméables au potassium et aux protons. Elle permet donc en présence d’une même 
concentration en potassium intracellulaire et extracellulaire de fixer le pH intracellulaire et 
périmembranaire au pH de la solution perfusée. Le pHm est calculé à partir du rapport de 
fluorescences émises à 535 nm pour des excitations de 485 et 440 nm après soustraction du 
bruit de fond. La calibration permet de convertir les valeurs de rapport de fluorescence en 
valeurs de pHm. 
Tableau XII : Composition de la solution hyperpotassique.  
COMPOSE CONCENTRATION 
EN mM 
CaCl2 1,26 
MgSO4 0,8 
KCl 120 
KH2PO4 0,44 
NaCl 20 
Na2HPO4 0,337 
D-Glucose 5,55 
Hepes 20 
 
B. Mesure de l’activité de l’échangeur sodium-proton par 
l’influx de lithium intracellulaire 
Il est également possible d’étudier le fonctionnement des échangeurs sodium-proton par des 
mesures d’entrée de sodium dans les cellules. Cette technique a été réalisée en collaboration 
avec l’équipe du Pr. Laurent Counillon à Nice (Milosavljevic et al., 2010). Cette technique 
permet des mesures de l’affinité de l’échangeur pour les protons intracellulaires et pour le 
sodium extracellulaire. Ces mesures, initialement développées par l’équipe du Dr. Jacques 
Pouyssegur (Pouyssegur et al., 1984) utilisaient du sodium radioactif (Na22) pour effectuer les 
mesures d’activité des échangeurs sodium-proton. Les échangeurs sodium-proton étant 
également perméables au lithium (Li), il est possible de mesurer l’entrée de lithium dans les 
cellules.  
L’affinité de l’échangeur pour le lithium, et donc pour le sodium est déterminée, après 
acidification des cellules, par un apport d’une concentration croissante de Li extracellulaire 
aux cellules. L’incubation avec la solution contenant le lithium déclenche le fonctionnement 
de l’échangeur qui va faire rentrer un Li+ dans la cellule en échange de la sortie d’un H+. Les 
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mesures d’affinité de l’échangeur pour les protons intracellulaires sont réalisées en acidifiant 
les cellules à différents pHi allant de 5,2 à 7 puis en les incubant avec une même concentration 
de lithium extracellulaire. Dans ces deux types de mesures la concentration en lithium 
intracellulaire est mesurée par spectrométrie d’absorption atomique. L’échantillon, déposé 
dans un four en graphite est séché puis atomisé par une élévation de la température allant 
jusqu’à 2800°C. L’absorbance du gaz atomique ainsi créée est mesurée à 670,8 nm, 
correspondant à l’absorption du lithium et est directement proportionnelle à la concentration 
en lithium dans les cellules. Les valeurs d’absorbances obtenues pour les échantillons sont 
comparées à une gamme d’étalonnage de lithium. Cette méthode employée pour mesurer 
l’activité de l’échangeur sodium-proton présente l’avantage de pouvoir mesurer les différents 
paramètres d’affinité de l’échangeur pour le sodium extracellulaire et d’activation par les 
protons intracellulaires de manière plus reproductible et plus sensible que des mesures de 
fluorescences, c’est pourquoi elle a été utilisée de manière complémentaire aux mesures de 
pH intracellulaire par fluorescence. La limite étant la concentration en lithium des 
échantillons qui doit se situer dans la gamme de détection du spectromètre d’absorption 
atomique. 
 
Pour les mesures d’affinité de l’échangeur pour le sodium extracellulaire, les cellules, 
cultivées à confluence sur des plaques 24 puits, sont acidifiées à environ 5,2 par une 
incubation de deux heures dans une solution contenant 50 mM de NH4Cl suivie de deux 
lavages rapides dans un milieu de rinçage (composition en Tableau XIII) ne contenant ni 
NH4Cl, ni sodium ou lithium. Les cellules sont ensuite mises en présence, pendant 3 minutes, 
de différentes concentrations de LiCl allant de 1 à 120 mM préparées dans la solution de 
rinçage.  
Dans le cas des mesures d’activation de l’échangeur par les protons intracellulaires (Figure 
26), les cellules sont acidifiées de 5,2 à 7,0 soit par une incubation de deux heures avec une 
solution contenant 50 mM de NH4Cl ou par une incubation de 10 minutes dans une solution 
hyperpotassique ajustée aux pH de 6,2 / 6,4 / 6,6 / 6,8 / 7 contenant 2,5 µM de nigéricine. 
Cette solution, de la même manière que pour les mesures de pH périmembranaire, permet 
d’équilibrer le pH intracellulaire avec celui de la solution contenant la nigéricine au pH voulu. 
La solution hyperpotassique contenant la nigéricine est retirée puis les cellules sont incubées 
pendant 10 minutes avec des solutions hyperpotassiques aux mêmes pH que précédemment 
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contenant 5 % de BSA ce qui permet à la membrane de se reformer sans la nigéricine. Les 
cellules sont lavées deux fois dans la solution de rinçage puis incubées pendant 3 minutes 
avec 1 mM de Li+. La composition des solutions est décrite dans le Tableau XIII. Le lithium 
est retiré puis l’entrée de Li+ par l’échangeur sodium-proton est stoppée par 4 lavages dans du 
DPBS froid. Les cellules sont solubilisées et grattées dans 250 µL d’acide nitrique dilué à 25 
%. Le volume des échantillons est complété à 1 mL avec de l’eau puis l’absorbance est 
mesurée avec un spectromètre d’absorption atomique (Zeeman furnace system, Solaar 969, 
Thermo Optek, USA). 
 
Figure 26 : Protocole utilisé pour les mesures d’influx de lithium intracellulaire 
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Tableau XIII : Composition des solutions utilisées pour les mesures d’entrée de lithium par 
l’échangeur sodium-proton.  
Le pH des solutions est ajusté avec du KOH ou de l’HCl 
CONCENTRATION 
EN mM 
SOLUTION DE 
NH4CL 
SOLUTION DE 
RINÇAGE 
SOLUTION 
HYPERPOTASSIQUE 
NH4Cl 50 - - 
NaCl - - - 
Choline Cl 70 120 - 
KCl 5 5 140 
MgCl2 1 1 1 
CaCl2 2 2 1 
Glucose 5 5 - 
MOPS 15 - - 
HEPES - 15  
MES - - 20 
pH 7,4 7 
6,2 / 6,4 / 6,6 / 
6,8 / 7 
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V. Electrophysiologie cellulaire : technique du patch 
clamp 
A. Principe de la technique de patch clamp 
La technique du patch clamp a été mise au point dans les années 1970 par E. Neher et B. 
Sakmann et leur a valu le prix Nobel de physiologie et médecine en 1991. Il existe deux types 
de mesures en patch clamp, le courant imposé (current clamp) qui permet l’étude de la 
variation de potentiel membranaire ou le potentiel imposé (voltage clamp) qui permet l’étude 
des courants ioniques en réponse à un potentiel imposé à la membrane.  
L’établissement d’un contact étroit entre une microélectrode de verre généralement d’un 
diamètre de l’ordre de 1 µm et la membrane cellulaire permet un accès électrique à une 
portion de membrane ou à la cellule entière. L’accolement de la microélectrode à la 
membrane cellulaire, dont la valeur de la résistance doit être supérieur à 1 GigaΩ (appelé 
Giga seal) délimite une zone appelée « patch ». Lorsqu’un potentiel est appliqué à la 
membrane cellulaire via la microélectrode, deux grands types de courants peuvent être 
mesurés : les courants capacitifs et les courants ioniques. Les courants capacitifs sont des 
courants transitoires qui apparaissent lors de l’application d’une différence de potentiel et sont 
dues aux propriétés bioélectriques passives des membranes que se comportent comme des 
condensateurs électriques et développent une capacité (exprimée en Farads, F). Ce courant 
capacitif sera utilisé pour estimer la taille des cellules puisque les membranes cellulaires 
présentent généralement une capacité de 1 µF / cm². Les courants ioniques sont le reflet du 
déplacement des ions à travers les canaux ioniques et tout autre transporteur membranaire 
électrogène.  
Il existe plusieurs configurations possibles entre la pipette et la membrane cellulaire 
permettant des mesures de courant globaux ou de courants unitaires. La configuration utilisée 
lors de cette étude est la configuration cellule entière patch rompu (« whole cell ») obtenue 
après rupture de la membrane présente sous la microélectrode et permettant de mesurer les 
courants ioniques de la cellule entière.  
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B. Méthode 
1. Installation du poste de patch clamp 
Le microscope inversé (Nikon® Eclipse® TE 2000, Nikon, France) sur lequel est placée la 
boite de Petri contenant les cellules est disposé sur une table anti-vibration entourée d’une 
cage de Faraday reliée à la terre. Un système de perifusion composé de capillaires et de 
réservoirs contrôlés par des électrovannes, placé à proximité de la cellule à l’aide d’un 
micromanipulateur hydraulique (MMN-1, Narishige, Japon) permet de contrôler la solution 
entourant la cellule étudiée. La micropipette de verre remplie de milieu intrapipette (MIP, 
Tableau XIV) est placée sur la tête de l’amplificateur de patch clamp au contact d’un filament 
d’argent chloruré et approchée vers la cellule à l’aide d’un micromanipulateur piézoélectrique 
(MP-225, Sutter Instrument®, USA). Le circuit électrique est fermé par la présence d’une 
électrode de référence formée d’une pastille d’argent enrobée d’une pellicule de chlorure 
d’argent et qui baigne dans la solution saline extracellulaire. L’électrode de mesure et 
l’électrode de référence sont reliées à un amplificateur (Axopatch 200-B, Axon Instruments, 
USA) et permettent de convertir les flux d’ions crées par l’ouverture des canaux ioniques en 
flux d’électrons vers l’amplificateur suivant la réaction : Cl- + Ag ↔ AgCl + e-. Le courant 
mesuré sera ensuite amplifié après avoir été converti en tension. Le signal obtenu est filtré 
afin de réduire le bruit de fond par un filtre analogique à une fréquence de 2 kHz puis le signal 
analogique est converti en signal numérique avec une fréquence d’échantillonnage de 10 à 
50 kHz, suivant le protocole, par un convertisseur analogique/numérique (Digidata 1322A, 
Axon Instruments, USA) qui transmet le signal à un ordinateur. Le convertisseur permet 
également de convertir le signal numérique d’imposition d’une différence de potentiel en un 
signal analogique. Les protocoles d’imposition du voltage et de mesure des courants sont 
gérés par le logiciel pClamp 8 (Axon Instruments, USA). 
 
2. Préparation des cellules, micropipettes et solutions 
Les cellules sont ensemencées au moins 24h avant l’expérience dans des boites de Petri de 35 
mm de diamètre à une densité de 15 000 cellules par mL. Les protéines présentes dans le 
milieu de culture pouvant empêcher l’établissement du « seal », le milieu de la boite de 
culture contenant les cellules est remplacé par une solution physiologique saline (PSS) de 
composition proche du milieu extracellulaire (Tableau XIV). 
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La micropipette de verre est un élément clé pour l’obtention du « seal » et la mesure des 
courants. Elle permet l’imposition du potentiel à la membrane et la mesure du courant. La 
nature du verre utilisé, la forme de la pipette ainsi que le diamètre de celle-ci sont des 
paramètres qui doivent être contrôlés pour avoir les meilleures chances d’obtention du Giga 
seal. Le verre utilisé pour la formation des pipettes pour la plupart de nos expériences est un 
capillaire de verre à hématocrite dit « verre mou ». Il existe un autre type de verre dit « dur » 
tels que les verres borosilicatés. Les tubes de verre sont chauffés en deux temps et étirés pour 
former des micropipettes ayant des diamètres de l’ordre de 1 µm à l’aide d’une étireuse 
verticale (PP-830, Narishige, Japon). Le diamètre de la pipette peut être contrôlé par la 
mesure de sa résistance qui doit être comprise entre 3 et 6 MΩ. La pipette est remplie d’un 
milieu intrapipette (MIP) d’une composition proche d’un milieu intracellulaire (Tableau 
XIV). 
Tableau XIV : Composition de la solution physiologique saline (PSS) et du milieu intrapipette 
(MIP).  
Le pH du PSS est ajusté à 7,4 à l’aide de NaOH et celui du MIP à 7,2 avec du KOH. 
COMPOSITION EN mM PSS MIP 
NaCl 140 - 
K-glutamate - 125 
KCl 4 20 
NaH2PO4 0,33 - 
CaCl2 2 0,37 
MgCl2 1 1 
Mg-ATP - 1 
HEPES 10 10 
EGTA - 1 
D-glucose 11,1 - 
 
3. Mesure des courants ioniques en configuration cellule entière 
La micropipette de verre est approchée à proximité de la cellule puis accolée à l’aide d’une 
légère dépression pour permettre l’établissement du Giga seal. La résistance du seal doit être 
la plus importante possible pour éviter le passage d’ions entre la membrane et la pipette 
(courant de fuite). Une dépression plus importante permet de rompre la membrane présente 
entre la pipette et la cellule pour avoir un accès électrique à toute la membrane. A cette étape, 
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les capacités de la membrane cellulaire et de la pipette peuvent être compensées. Les courants 
mesurés au cours de cette étude étant des courants sodiques rapides, il est nécessaire de 
s’assurer d’une bonne compensation de la capacité membranaire qui pourrait masquer les 
phénomènes rapides. La rupture de la membrane fait apparaître un nouveau paramètre : la 
résistance série qui est composée de la résistance de la pipette et de la résistance d’accès (due 
à des fragments de membrane dans la pipette qui peuvent gêner l’accès électrique à l’intérieur 
de la cellule) en série avec la résistance et la capacité de la membrane. Ces résistances doivent 
être les plus faibles possibles et sont généralement comprises entre 5 et 10 MΩ. Les capacités 
de pipette et de membrane sont compensées en partie par une fonction de l’amplificateur ainsi 
que par l’établissement d’un protocole P/n de soustraction des composantes linéaires avec 
n=2. 
Tous les courants sont exprimés en densité de courant (pA / pF) afin de les normaliser à la 
taille de la cellule. L’amplitude du courant sodique est enregistré par une dépolarisation de 
-5 mV à partir d’un potentiel de maintien de -100 mV pendant 30 ms à une fréquence de 2 Hz. 
Les courants sodiques (INa) mesurés au cours de cette étude sont des courants présentant une 
activation et une inactivation dépendante du voltage et du temps. Plusieurs protocoles 
expérimentaux permettent de mesurer ces paramètres. Le protocole de courant INa en 
fonction du voltage permet de tracer la courbe courant-voltage et la courbe d’activation du 
courant (amplitude au pic du courant pour chaque dépolarisation / courant maximum). Pour 
cela, des dépolarisations par paliers de -5 mV ont été réalisées à partir d’un potentiel de 
maintien de -100 mV (où les canaux ne sont pas inactivés) entre -100 et + 60 mV pendant 
50 ms à une fréquence de 2 Hz. L’inactivation ou la disponibilité des canaux sodiques en 
fonction du voltage est évaluée par une dépolarisation de -5 mV pendant 50 ms appliquée 
après chaque palier de dépolarisation du protocole courant-voltage. La courbe de disponibilité 
est construite en reportant l’amplitude du courant test en fonction du premier potentiel 
imposé. Les courbes de conductance et de disponibilité sont lissées par une fonction de 
Boltzmann du type : Y=1/(1+exp(V½-V)k) où Y correspond à la conductance ou la 
disponibilité, V1/2 au voltage de demi-activation ou de demi-inactivation et k le facteur 
permettant de déterminer les variations de conductance ou d’inactivation en fonction du 
voltage. Les courants ioniques globaux ont été étudiés par un protocole courant-voltage de 
dépolarisation par paliers de 10 mV de -100 à +100 mV à partir du potentiel de maintien de 
-70 mV pendant 500 ms à une fréquence de 0,5 Hz. 
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VI. Techniques d’étude de localisation subcellulaire des 
protéines 
A. Immunofluorescence 
La technique d’immunocytochimie permet de localiser l’expression d’une protéine sur une 
cellule par microscopie de fluorescence. Elle est basée sur la complémentarité antigène-
anticorps via la fixation d’un anticorps sur un antigène puis la détection de cette fixation par 
un second anticorps couplé à une molécule fluorescente. L’excitation de la molécule 
fluorescente dans une gamme de longueur d’onde spécifique puis la mesure de son émission à 
une longueur d’onde précise permet l’étude de la localisation de cette protéine dans la cellule. 
Les cellules sont cultivées sur des lames de verres composées de puits compartimentés (Lab-
tek™ II, BD Biosciences, France) à une densité permettant d’obtenir des cellules isolées 
(5000 cellules par cm²). Les cellules sont ensemencées sur une fine couche de Matrigel™ pour 
mimer la matrice extracellulaire. Contrairement aux mesures d’activité protéolytique de la 
matrice extracellulaire, la couche de Matrigel™ doit être fine pour que la culture de cellules 
s’effectue sur la matrice et non en trois dimensions. Pour cela, le Matrigel™ est décongelé 
lentement à +4°C puis est dilué au tiers dans du DMEM sans SVF. Cette solution est répartie 
de façon homogène dans les puits puis l’excès est immédiatement retiré. Après 30 minutes 
d’incubation dans une étuve à 37°C pour permettre au Matrigel™ de se solidifier, les cellules 
sont ensemencées et cultivées pendant 24h. Les cellules sont fixées avec une solution 
contenant 4 % de formaldéhyde et 4 % de saccharose dans 0,1 % de DPBS froid pendant 20 
minutes à température ambiante. L’action du formaldéhyde est stoppée par 3 lavages de 3 
minutes dans du DPBS contenant 100 mM de glycine. Les épitopes reconnus par les anticorps 
utilisés étant intracellulaires, les cellules doivent être perméabilisées pour permettre à 
l’anticorps de traverser la membrane cellulaire et d’accéder à son antigène. Les cellules sont 
perméabilisées pendant 3 minutes avec du DPBS contenant 0,1 % de Triton X-100. Les 
cellules sont lavées 3 fois 3 minutes avec du DPBS puis les sites non spécifiques sont saturés 
par une solution contenant 3 % de BSA préparée dans du DPBS. Les anticorps primaires, 
dilués dans du DPBS contenant 1 % de BSA, sont incubés pendant une nuit à 4°C sous 
agitation. L’anticorps utilisé pour détecter NHE1 est dilué au 1/100ème (K16 sc-33325, Santa-
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Cruz, Tebu-Bio, France). Le canal NaV1.5 est détecté à l’aide d’un anticorps anti-NaV1.5 
humain (Xu et al., 2005) dilué au 1/200ème. Après 3 lavages de 10 minutes dans du DPBS, les 
anticorps secondaires, dilués dans du DPBS contenant 1 % de BSA sont incubés pendant 1h à 
température ambiante sous agitation. Pour NHE1 l’anticorps secondaire utilisé est un 
anticorps anti-chèvre couplé à du DyLight™ 488 (605-741-002, Rockland, Tebu-Bio, France) 
dilué à 1/10 000. Un anticorps secondaire anti-lapin couplé à du TexasRed® (T2767 
Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, France) est utilisé pour détecter NaV1.5 et est dilué à 
1/800. Les préparations sont lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du DPBS puis les puits 
compartimentés sont retirés. Le milieu de montage SlowFade® Gold antifade reagent with 
DAPI (S36939 Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, France) est ajouté sur la lame qui sera 
ensuite recouverte d’une lamelle couvre-objet d’une épaisseur de 0,17 mm. Les marquages 
sont visualisés à l’aide du microscope d’épifluorescence Eclipse Ti-S (Nikon, France) équipé 
d’une lampe à vapeur de mercure (C-SHG1, Nikon France) et d’une caméra (Digital camera 
DXM 1200F, Nikon France). Les longueurs d’ondes d’émission et d’excitation sont 
sélectionnées à l’aide de cubes contenant des filtres et un miroir dichroïque : GFP-3035B, 
TXRED 4040B, DAPI 5060B (Semrock, Optoprim France). L’acquisition s’effectue à un 
grossissement de 400 x à l’aide du logiciel NIS-Eléments V3.0 (Nikon France).  
 
B. Isolement des radeaux lipidiques 
La purification des radeaux lipidiques, afin d’analyser leur contenu protéique peut être 
effectuée en suivant deux techniques différentes. L’une d’elle utilise leur propriété 
d’insolubilité dans des détergents doux d’où leur nom parfois employé de «membranes 
résistantes aux détergents ». L’autre est basée sur leur composition lipidique. En effet, les 
radeaux lipidiques sont des zones de membrane riches en cholestérol et en sphingolipides ce 
qui conduit à leur faible densité comparée aux autres zones membranaires. Il est donc possible 
de les séparer sur un gradient de densité ; les radeaux lipidiques se retrouvent « flottant » dans 
le gradient d’où leur nom de radeaux. Cette dernière technique a été utilisée pour fractionner 
les membranes cellulaires et déterminer par western blotting l’expression de différentes 
protéines dans les radeaux lipidiques (Calaghan et al., 2008; Ostrom and Liu, 2007). Cette 
technique consiste à lyser les cellules et extraire les protéines dans un tampon carbonate de 
sodium sans détergent. Les membranes cellulaires sont clivées en fragments plus petits 
idéalement de la taille des radeaux lipidiques par sonication. L’ultracentrifugation sur gradient 
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de densité permet de séparer les radeaux lipidiques (moins denses) qui se retrouvent en haut 
du gradient des autres membranes cellulaires qui sont situées en bas du gradient avec les 
protéines solubles. 
 
Les cellules sont ensemencées dans 5 boites de 175 cm² de manière à avoir une confluence de 
80 % et à obtenir 10 à 15 mg de protéines totales. L’extraction des protéines s’effectue sur de 
la glace et avec des solutions et des tubes préalablement réfrigérés. Après deux lavages avec 
du DPBS froid, les cellules sont lysées dans 2,5 mL de tampon carbonate de sodium (500 mM 
de Na2CO3, 0,5 mM d’EDTA et 2 % d’inhibiteurs de protéases, P8340 sigma, France) pour 
les 5 boites soit un ajout séquentiel du tampon de lyse et un grattage des boites les unes après 
les autres dans le même tampon de lyse. Le lysat obtenu est fluidifié par plusieurs passages à 
travers une aiguille de 23G puis la sonication s’effectue en trois fois 20 secondes à puissance 
maximum à l’aide d’une sonde à ultrasons. Le gradient de densité utilisé est un gradient 
discontinu de saccharose dont la composition des solutions est présentée dans le Tableau XV. 
Le lysat (2 mL contenant 10 à 15 mg de protéines) est déposé dans un tube pour 
ultracentrifugation (344059, Beckman, Thermo Electron, France) puis mélangé doucement au 
vortex avec 2 mL d’une solution à 90 % de saccharose pour constituer la première partie du 
gradient contenant donc 45 % de saccharose et l’échantillon. Une solution de 4 mL de 35 % 
de saccharose est déposée de manière à empêcher la formation de bulles dans le gradient et de 
gouttes sur la paroi du tube. Une démarcation doit apparaître entre les deux densités de 
saccharose. De la même manière, 5 mL d’une solution de 5 % de saccharose sont déposés 
pour compléter le gradient. Les tubes sont pesés, équilibrés puis centrifugés pendant 17h à 
188 000 x g (39000 rpm) à 4°C (centrifugeuse WX Ultra 90 Sorvall WX Ultra Series rotor 
SW41, Thermo Scientific, France). L’accélération doit être lente et la décélération sans frein 
pour ne pas perturber le gradient de densité. 
Après centrifugation, un nuage blanc correspondant aux radeaux lipidiques peut être observé 
dans la partie supérieure du gradient. Des fractions de 1 mL sont collectées à l’aide d’une 
aiguille longue et de seringues à partir du fond du tube. Les fractions sont numérotées de 1 à 
12, la fraction 12 étant la plus dense. La quantité de protéines est dosée pour chaque fraction, 
les radeaux lipidiques correspondent aux fractions présentant un pic de protéine, généralement 
les fractions 5 et 6. Les protéines contenues dans les différentes fractions collectées sont 
analysées par western blotting en déposant une quantité identique de protéines. La cavéoline-1 
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est utlisée comme marqueur de radeaux lipidiques et la β-adaptine pour identifier les autres 
membranes. 
 
Tableau XV : Composition des solutions de saccharose utilisées pour former le gradient de 
densité. 
Pour 50mL 90 % de 
saccharose 
35 % de 
saccharose 
5 % de 
saccharose 
MBS (Volume en mL) 
Solution stock 10X 5 5 5 
Volume d’eau à ajouter 
avant d’ajuster le pH à 
6,5 (mL) 
15 20 30 
Na2CO3 (volume en mL) 
Solution stock 1,5 M 0 8,3 8,3 
Quantité de saccharose 
(g) 45 17,5 2.5 
Composition du MES-buffered saline (MBS) 10X= MES 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM. 
 
C. Isolement des invadopodes 
Les invadopodes sont des zones de membranes spécialisées dans l’adhésion et la dégradation 
de la matrice extracellulaire par les cellules cancéreuses. Lorsque les cellules sont cultivées 
sur une matrice en deux dimensions, les invadopodes sont retrouvés sur la membrane 
« ventrale » de la cellule en contact direct et ancrés dans la matrice. La présence de protéines 
d’intérêt dans les invadopodes peut être déterminée par des techniques de fractionnement 
cellulaire ou par microscopie. La mise au point de ces techniques a été réalisée en 
collaboration avec l’équipe du Pr. Reshkin à Bari en Italie d’après (Busco et al., 2010). 
 
1. Fractionnement cellulaire 
Les invadopodes peuvent être isolés des corps cellulaires par un fractionnement cellulaire, 
puis la composition protéique de chaque fraction est analysée par western blotting. Les 
cellules sont cultivées sur une fine couche de gélatine (gélatine de peau de porc de type A, 
G2500 Sigma, France) permettant le grattage de la surface contrairement au Matrigel™ qui est 
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moins rigide (Figure 27). La gélatine est un mélange hétérogène de protéines solubles de haut 
poids moléculaire présentes dans le collagène.  
 
Figure 27 : Fractionnement cellulaire et enrichissement des invadopodes.  
Modifié d’après Weaver, 2006. 
 
a) Préparation des boites de culture et ensemencement des cellules 
Afin d’obtenir une quantité suffisante de protéines pour chaque fraction, la culture s’effectue 
sur 5 boites de Petri de 15 cm de diamètre. Ces boites sont recouvertes d’une fine couche de 
gélatine préalablement à l’ensemencement des cellules. Pour cela de la gélatine à une 
concentration de 20 mg / mL est préparée dans du DPBS avec Ca2+ et Mg2+ et dissoute 
pendant une heure à 37°C. La gélatine se gélifiant à 4°C, les boites de Petri sont 
préalablement refroidies sur de la glace. La gélatine est déposée dans les boites de Petri 
(15 mL par boite) puis l’excès est retiré et la surface est laissée à solidifier pendant 10 minutes 
sur de la glace. Les boites sont placées horizontalement sur la glace à l’aide d’un niveau afin 
d’assurer une couche uniforme de gélatine. La gélatine est ensuite fixée pendant 15 minutes à 
l’aide de glutaraldéhyde 0,5 % froid préparé dans du DPBS. Après la fixation, les boites sont 
lavées 3 fois 5 minutes dans du DPBS par agitation douce puis désinfectées pendant une 
heure sous une hotte à flux laminaire avec 20 mL d’éthanol à 70 % par boite. L’éthanol est 
retiré par 3 lavages dans du DMEM sans SVF. Les cellules sont ensemencées à une densité de 
5 millions de cellules par boite et laissées dans l’étuve pendant 18 à 24h avant le 
fractionnement. 
 
b) Fractionnement cellulaire 
Les corps cellulaires sont séparés de la gélatine contenant les invadopodes par un choc 
osmotique et un grattage doux (Figure 27). Les cellules sont d’abord lavées 3 fois avec du 
Matériel et méthodes 
 
  
184 sur 337 
 
 
DPBS sans Ca2+ ni Mg2+ auquel est ajouté 1 mM de CaCl2 et 0,5 mM de MgCl2 puis 2 fois 
avec du DPBS dilué au 5ème contenant 1 mM de CaCl2 et 0,5 mM de MgCl2. Le choc 
osmotique est effectué à l’aide de 3 mL par boite de tampon de lyse cytosol (composition en 
Tableau XVI) pendant 15 minutes sous agitation douce. Les corps cellulaires sont séparés de 
la gélatine par un grattage doux circulaire avec une pipette pasteur en forme de L. Le matériel 
est collecté et homogénéisé avec une seringue et une aiguille 26G puis centrifugé à 3 500 x g 
pendant 10 minutes pour éliminer les noyaux et les mitochondries. Le surnageant est 
centrifugé à 100 000 x g pendant 1h10 à 4°C pour séparer les membranes du cytosol. Le 
surnageant correspondant à la fraction cytosol est concentré jusqu’à environ 400 µL grâce aux 
filtres à centrifuger qui retiennent les protéines supérieures à 3 kDa puis 10 kDa (Amicon 
Ultra-15, PLBC Ultracel-PL Membrane, 3 kDa, Amicon Ultra-4, PLGC Ultracel-PL 
Membrane, 10 kDa, Millipore, France). Le culot correspondant à la fraction des membranes 
est remis en suspension dans 150 µL de tampon de lyse membranes et invadopodes 
(composition en Tableau XVI). La gélatine contenant les invadopodes est lavée 2 fois avec du 
DPBS pour enlever les fragments de corps cellulaires restant puis elle est grattée dans 500 µL 
de tampon de lyse membranes et invadopodes avec un râteau. Les protéines sont extraites 
pendant 2h30 sous agitation à 4°C puis les échantillons sont centrifugés à 17 000 x g pendant 
30 minutes à 4°C pour séparer la gélatine de la solution contenant les protéines. Le surnageant 
est concentré jusqu’à environ 300 µL à l’aide des filtres à centrifuger de 10 kDa (Amicon 
Ultra-4, PLGC Ultracel-PL Membrane, 10 kDa, Millipore, France). 
 
Tableau XVI : Composition des tampons de lyse. 
Cytosol Membranes et invadopodes 
 DPBS dilué au 1/5ème 5 mM HEPES 
1 mM CaCl2 0,5 mM EDTA 
0,5 mM MgCl2 
1 mM de Dithiothréitol 
(DTT) 
1 mM orthovanadate de 
sodium 
1 mM orthovanadate de 
sodium 
inhibiteurs de protéases 0,1 % NP40 
 inhibiteurs de protéases 
 pH 7,2 
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Les 3 fractions ainsi obtenues sont dosées puis analysées par western blotting pour d’une part 
contrôler l’efficacité de la séparation et d’autre part étudier la localisation de protéines 
d’intérêt. Les marqueurs de cytosol utilisés sont la β-actine et HSC70. La β-adaptine est 
utilisée comme marqueur de membranes et la cortactine et la FAK sont enrichies dans la 
fraction invadopodes. 
 
2. Identification des invadopodes par microscopie de 
fluorescence 
Les invadopodes sont définis comme des zones de condensation d’actine et ayant une activité 
de dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire. Ils sont donc identifiés en 
microscopie par des zones où actine ou protéines associées et marqueurs de dégradation sont 
co-localisés. Une phalloïdine, toxine se fixant sur l’actine polymérisée, couplée à un 
AlexaFluor594 (A12381 Alexa Fluor® 594 phalloïdin, Molecular probes, Thermo Fischer 
Scientific, France) ou un anticorps spécifique de la cortactine ont été utilisés pour identifier 
les invadopodes ainsi que des substrats de protéases (D-12054 DQ-gelatin™ Molecular 
Probes, Thermo Fischer Scientific France) ou de la cathepsine B (MagicRed™ Cathepsin 
detection kit, Cathepsin B MR-(RR)2 Immunochemistry Technologies, Abcys, France) qui 
deviennent fluorescents lorsqu’ils sont dégradés. Le substrat MagicRed™ utilise le 
fluorophore crésyl violet couplé à une séquence cible de la cathepsine B, (arginine-arginine)2. 
Le crésyl violet couplé à cette séquence cible n’est pas fluorescent, il le devient lorsque la 
cathepsine B clive un ou deux des groupements arginine en générant une fluorescence rouge 
lorsqu’il est excité entre 550 et 590 nm. 
Les cellules ont été ensemencées sur une fine couche de Matrigel™ de la même manière que 
pour la technique d’immunofluorescence dans des Lab-tek™ compartimentés, à une densité 
de 5000 cellules par cm². Dans le cas de mesure de dégradation protéolytique par la DQ-
gelatin™, le substrat a été ajouté dans le Matrigel™ à une concentration de 25 µg / mL avant la 
solidification de la matrice. 24h après l’ensemencement, le MagicRed™ a été incubé pendant 
15 minutes à 37°C à une dilution de 1/2000 dans du DPBS (à partir de la solution stock 
préconisée par le fabriquant). Les cellules sont fixées avec une solution contenant 4 % de 
formaldéhyde et 4 % de saccharose dans 0,1 % de DPBS froid pendant 20 minutes à 
température ambiante. L’action du formaldéhyde est stoppée par 3 lavages de 3 minutes dans 
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du DPBS contenant 100 mM de glycine. Les cellules ont été perméabilisées pendant 20 
minutes avec une solution de DPBS contenant 50 mM de NH4Cl, 1 % de BSA et 0,02 % de 
saponine. Après saturation des sites non spécifiques par 3 % de BSA et 3 % de NGS (normal 
goat serum) pendant 30 minutes, les anticorps primaires, préparés dans une solution de DPBS 
contenant 1 % de BSA, ont été incubés pendant une nuit à 4°C (Tableau XVII). Après 3 
lavages de 10 minutes dans du DPBS les anticorps secondaires ont été incubés pendant 1h à 
température ambiante (Tableau XVII). La phalloïdine594® est incubée pendant 1h à une 
dilution de 1/200 dans du DPBS. Le milieu de montage ProLong Gold with Dapi (P36936 
ProLong® Gold antifade reagent with DAPI, Molecular probes, Thermo Fischer Scientific, 
France) est déposé sur la lame après avoir retiré les puits compartimentés puis une lamelle 
couvre-objet d’une épaisseur de 0,17 mm est déposée pour recouvrir l’échantillon.  
L’acquisition ainsi que l’analyse des images s’effectue à l’aide du microscope de fluorescence 
Ti-S (Nikon, France) et du logiciel NIS-Eléments V3.0 (Nikon, France) de la même manière 
que pour l’immunofluorescence. L’analyse de l’activité des invadopodes est effectuée par 
l’identification des zones de co-localisation entre l’actine et la dégradation de la DQ-gelatin™ 
grâce à la définition du seuil d’un filtre pour chaque canal de fluorescence. Une image est 
ensuite créée avec seulement les pixels communs entre les deux filtres puis superposée sur 
l’image initiale. La densité de pixels représentant la dégradation de la matrice associée aux 
invadopodes est quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ 1.45s (National Institue of Health, 
USA) puis rapportée au nombre de cellules du champ. Un index de circularité est calculé par 
le logiciel ImageJ 1.45s avec la formule : 4π x [aire]/[périmètre]2. Une valeur d’index de 
circularité proche de 0 correspond à une forme allongée des cellules alors que la valeur 1 
indique un cercle parfait. 
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Tableau XVII : Liste des différents anticorps primaires et secondaires utilisés pour la 
microscopie de fluorescence. 
Anticorps Primaires 
Protéine 
recherchée Anticorps Référence Fournisseur Dilution 
Espèce 
réactive 
NHE1 IgG anti-NHE1 
(K-16): sc-
33325 
Santa-Cruz, Tebu-Bio 
France 1/100 chèvre 
Canaux 
sodiques NaV 
IgG1 Monoclonales anti-
sodium channel (pan) 
clone K58/35 S8809 Sigma, France 1/200 souris 
NaV1.5 IgG anti-NaV1.5  
S0819 lot 
061M1688 Sigma, France 1/200 lapin 
NaV1.5 IgG anti-NaV1.5 (Xu et al., 2005) 1/70 lapin 
Cortactine 
IgG1 monoclonales anti-
cortactine (p80/85) clone 
4F11 05-180 Millipore, France 1/800 souris 
Cathepsine B IgG anti-cathepsine B 20-CR71 Fitzgerald, USA 1/200 lapin 
MT1-MMP IgG anti-MT1-MMP AB6004 Millipore, France 1/200 lapin 
Cavéoline-1 
IgG monoclonales anti-
cavéoline-1 3267 
Cell signaling, Ozyme 
France 1/200 lapin 
 
Anticorps Secondaires 
    
Réactivité Anticorps Référence Fournisseur Dilution Espèce 
anti-lapin anti-lapin IgG-AF488® A11070 
Molecular Probes, 
Thermo Fischer 
Scientific, France 
1/2000 chèvre 
anti-lapin anti-lapin IgG-TexasRed® T2767 
Molecular Probes, 
Thermo Fischer 
Scientific, France 
1/800 chèvre 
anti-souris  anti-souris IgG-AF488® A11001 
Molecular Probes, 
Thermo Fischer 
Scientific, France 
1/2000 chèvre 
anti-chèvre 
anti-chèvre IgG-DyLight™ 
488 
605-741-002 
 Rockland, Tebu-Bio 
France 
1/2000 singe 
 
 
Les mêmes préparations ont été visualisées à l’aide d’un microscope de haute résolution N-
SIM (Structured Illumination Microscopy) (Nikon Imaging Centre @ Institut Curie-CNRS). 
Une résolution deux fois supérieure à la limite de diffraction de la lumière est obtenue en 
illuminant l’échantillon par un réseau pouvant se déplacer à différents angles. Pour générer un 
contraste, la superposition de deux réseaux, l’un de motif inconnu constitué de l’échantillon à 
observer et l’autre constitué du motif d’illumination, crée une figure de lignes sombres et 
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claires appelée motif de Moiré. L’image obtenue contient les informations de faible résolution 
de microscopie classique ainsi que les informations de hautes résolutions contenues dans les 
motifs de Moirés. L’illumination de l’échantillon par le réseau à différentes orientation ainsi 
qu’à différents niveau de z conduit à l’obtention de 15 images par champ qui après 
reconstructions permettent d’obtenir une image en trois dimensions avec une résolution deux 
fois supérieure à celle d’un microscope classique (Gustafsson, 2000; Gustafsson et al., 2008). 
Les préparations cellulaires sont visualisées à l’aide d’un microscope inversé Nikon Eclipse 
Ti équipé d’un micromanipulateur piézoélectrique en z, de deux lasers (488 nm 100 mW et 
561 nm 100 mW) et d’une caméra CCD iXon DU897 (Andor). L’objectif utilisé est un 
objectif à immersion à huile d’un grossissement de 100 x (CFI Plan Apo TIRF, ouverture 
numérique 1,49). Les images sont acquises et analysées à l’aide du logiciel NIS-Eléments 
V3.0 (Nikon, France). 
L’étude de la co-localisation entre NHE1 et NaV1.5 dans les invadopodes par microscopie 
confocale a été réalisée lors d’une collaboration dans le laboratoire du Pr. Reshkin (Bari, 
Italie). Pour ces images, les cellules ont été cultivées sur des lamelles couvre-objet 
recouvertes d’une couche de Matrigel™ (4 mg / mL) contenant un substrat de protéases BSA-
BODIPY-FL (A2750, Molecular Probes, Eugene, USA) à une concentration de 30 µg / mL. 
Les cellules ont été lavées deux fois dans du DPBS puis fixées par une solution contenant 
3,7 % de formaldéhyde pendant 20 minutes. Après 3 lavages de 5 minutes dans du DPBS, les 
cellules ont été perméabilisées à l’aide de 0,1 % de Triton X-100 puis saturée avec 0,1 % de 
gélatine dans du DPBS pendant 10 minutes. Les anticorps primaires anti-NHE1 (4E9, Abcam, 
USA) dilués à 1/250 et anti-NaV1.5 (Xu et al., 2005) dilués à 1/70 ont été préparés dans du 
DPBS contenant 0,1 % de gélatine et incubés pendant 1h à température ambiante. Après 3 
lavages de 5 minutes dans du DPBS contenant 0,1 % de gélatine, les anticorps secondaires 
anti-lapin IgG-AlexaFluor® 350 et anti-souris IgG-AlexaFluor® 568 (Molecular Probes, 
Eugene, OR) ont été incubés pendant 1 heure à température ambiante. Les lamelles sont 
lavées 3 fois pendant 5 minutes dans du DPBS, rincées dans de l’eau distillée et montées sur 
une lame avec du milieu de montage Mowiol (Calbiochem, USA). Les cellules sont observées 
à un grossissement de 600 X à l’aide d’un microscope confocal Leica TCS SP5 II AOBS 
équipé d’une caméra MicroMax 512 BFT (Princeton Instruments, USA) et d’une lampe à 
vapeur de mercure (OSRAM GmbH, Allemagne). Pour chaque cellule, 26 images de coupes 
ont été acquises avec un pas de 0,25 µm à l’aide du logiciel Metamorph (Universal Imaging 
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Corp, USA). Les images ont été traitées par déconvolution à l’aide de la fonction AutoDeblur 
9.1 du logiciel AutoQuant (Troy, USA). 
 
D. Analyse des complexes protéiques par électrophorèse en 
condition non dénaturante 
Les complexes protéiques peuvent être identifiés par des techniques d’électrophorèses en 
condition native, non dénaturante (Wittig and Schagger, 2009). Pour cela, les protéines 
cellulaires sont extraites à l’aide de détergents doux, non ioniques afin de conserver les 
complexes protéiques. Le lysat ainsi obtenu est déposé sur un gel de polyacrylamide ne 
contenant pas de SDS afin d’effectuer l’électrophorèse. Les protéines sont chargées par un 
mélange de détergents neutres et anioniques ajoutés lors de l’électrophorèse. Elles migrent à 
travers le gel selon leur masse apparente. Lorsque deux protéines sont situées dans un même 
complexe protéique, la révélation de celles-ci doit faire apparaître des bandes situées aux 
mêmes masses moléculaires. 
L’extraction des protéines se fait sur de la glace avec du matériel préalablement réfrigéré pour 
éviter toute dénaturation par la chaleur. Les cellules cultivées sur une boite de 75 cm² sont 
lavées dans du DPBS. Elles sont récoltées par un choc osmotique à l’aide de DPBS dilué au 
5ème contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Réf. P2714 Sigma, France) et 1 mM 
d’orthovanadate pendant 15 minutes suivi d’un grattage avec un râteau. Une centrifugation à 
3 500 x g pendant 10 minutes à 4°C permet d’éliminer les noyaux et les mitochondries. Le 
surnageant est concentré jusqu’à 100 µL avec un filtre retenant les protéines de masses 
moléculaires supérieures à 10 kDa (Amicon Ultra-4, PLGC Ultracel-PL Membrane, 10 kDa, 
Millipore, France). Le tampon de lyse quatre fois concentré est ajouté au lysat (concentrations 
finales de 10 % de glycérol, 50 mM de Tris pH 7, 50 mM de NaCl, 0,25 % de digitonine et le 
cocktail d’inhibiteurs de protéases). Le lysat est homogénéisé avec une pipette et incubé 
pendant 30 minutes dans la glace. Une centrifugation à 30 000 x g pendant 30 minutes à 4°C 
permet d’éliminer les débris cellulaires. Après dosage des protéines, le surnageant est 
complété par 0,05 % de rouge Ponceau permettant de suivre l’électrophorèse. 150 µg de 
protéines sont déposées sur un gel d’acrylamide sans détergent formé d’un gradient de 4 à 
15 % d’acrylamide (4–15 % Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel, Biorad, France). 
L’électrophorèse est réalisée à 110 volts constants pendant 3h dans un tampon contenant 
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25 mM de Tris et 192 mM de glycine à un pH de 8,3. Le tampon utilisé pour remplir la 
cathode est complété par 0,05 % de déoxycholate de sodium et 1 % de Triton-X-100. Après 
l’électrophorèse, le gel est incubé pendant 20 minutes dans du tampon d’électrophorèse 
contenant 0,1 % de SDS afin de faciliter le transfert sur une membrane de PVDF. Le transfert 
s’effectue à 300 mA pendant 135 minutes. Le marqueur de taille (NativeMark™ Unstained 
Protein Standard, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, France) est utilisé pour évaluer la 
taille des complexes protéiques. La coloration du gel au rouge ponceau permet de faire 
apparaître le marqueur de taille. Les membranes sont ensuite utilisées pour un immuno-
marquage similaire à celui effectué pour le western blotting. 
 
VII. Statistiques 
Les résultats sont représentés sous forme de moyenne plus ou moins l’erreur standard à la 
moyenne (SEM) avec n correspondant au nombre de cellules ou nombre d’expériences 
indépendantes. L’analyse statistique est réalisée à l’aide du logiciel GraphPad Prism V4 
(GraphPad Software, USA). Une analyse de la variance à un facteur (One-way ANOVA) 
suivie d’un test de Student-Newmann-Keul’s ont été utilisés pour comparer plusieurs 
conditions entre elles pour la migration, l’invasion, la prolifération et l’efflux de protons. Un 
test de Student est utilisé pour comparer deux conditions présentant une distribution 
Gaussienne. Lorsque le test de variance montre des variances différentes, un test de Mann-
Whitney est utilisé pour comparer les différents groupes. Les résultats sont considérés comme 
statistiquement significatifs lorsque P < 0,05 et sont indiqués sous forme : * P < 0,05 ; ** P < 
0,01 et *** P < 0,001, NS pour non statistiquement différent. 
  
 
Troisième partie 
Résultats et discussion 
  
Résultats et discussion 
  
192 sur 337 
 
 
I. Le canal sodique NaV1.5 stimule l’invasivité des 
cellules cancéreuses mammaires en augmentant 
l’activité de l’échangeur sodium-proton NHE1. 
A. Introduction 
La forte mortalité associée au cancer du sein résulte principalement du développement de 
métastases faisant intervenir différents mécanismes cellulaires et moléculaires tels qu’une 
motilité suractivée et une protéolyse de la matrice extracellulaire. Ceci permet aux cellules 
cancéreuses de s’échapper de la tumeur primaire afin d’envahir de nouveaux tissus.  
Les canaux ioniques sont des protéines membranaires connues pour générer les phénomènes 
électriques dans les cellules excitables. Il a été démontré qu’ils sont également capables de 
réguler plusieurs propriétés des cellules cancéreuses. En particulier certains canaux sodiques 
sont impliqués dans le phénomène d’invasivité des cellules cancéreuses (Roger et al., 2003). 
En effet, des canaux sodiques dépendants du voltage, NaV1.5, sont exprimés et fonctionnels 
dans une lignée de cellules cancéreuses mammaires hautement invasives MDA-MB-231 alors 
qu’ils ne le sont pas dans des cellules cancéreuses mammaires faiblement invasives ou dans 
des cellules épithéliales mammaires non cancéreuses. Leur activité est responsable d’un 
courant sodique dit de « fenêtre » au potentiel de membrane des cellules conduisant à une 
entrée continue de sodium dans ces cellules. Par ailleurs, l’expression de canaux sodiques a 
été retrouvée sur des biopsies de tissus cancéreux mammaires où elle est corrélée à 
l’envahissement ganglionnaire et également dans plusieurs types de cellules cancéreuses 
hautement invasives. L’expression de canaux sodiques dépendants du voltage a donc été 
proposée comme marqueur de métastases (Fraser et al., 2005; Yang et al., 2012).  
L’activité du canal sodique NaV1.5 (courant sodique) ne participe ni à la prolifération ni à la 
migration cellulaire mais est responsable d’une augmentation de la dégradation protéolytique 
de la matrice extracellulaire et par conséquent de l’invasivité des cellules MDA-MB-231 
(Gillet et al., 2009; Roger et al., 2003). En effet, l’inhibition pharmacologique (tétrodotoxine) 
ou moléculaire (siRNA) des canaux NaV1.5 diminue l’invasion de la matrice extracellulaire 
Résultats et discussion 
  
193 sur 337 
 
 
de près de 40 % et réciproquement, l’augmentation du courant de fenêtre par un activateur 
pharmacologique, la vératridine, augmente l’invasivité des cellules MDA-MB-231. L’activité 
du canal semble donc nécessaire à son rôle dans l’invasivité cellulaire. De plus, l’invasivité 
des cellules est diminuée dans un milieu dont la concentration en sodium extracellulaire a été 
réduite (Gillet et al., 2009). 
L’activité du canal NaV1.5 participe à la croissance et à la dissémination des colonies de 
cellules MDA-MB-231 cultivées en trois dimensions dans du Matrigel™. Son inhibition 
réduit la taille des colonies et le nombre de cellules s’échappant de ces colonies. L’inhibition 
du canal réduit également la dégradation protéolytique autour de cellules cultivées en trois 
dimensions supportant l’influence de protéases dans ce phénomène. L’utilisation de substrats 
et d’inhibiteurs pharmacologiques a permis de démontrer que les cathepsines à cystéine B, H, 
K, L et S étaient fonctionnelles dans les cellules MDA-MB-231. Parmi celles-ci, les 
cathepsines à cystéine B et S sont sécrétées et participent à l’invasivité induite par l’activité 
du canal NaV1.5. L’expression et la sécrétion des cathepsines B et S ne sont pas modifiées par 
l’activité du NaV1.5. L’activité de ce canal semble plutôt réguler l’activité des cathepsines à 
cystéines, présentant une activité optimale à un pH acide. L’inhibition de l’activité du canal 
NaV1.5 induit, en effet, une acidification intracellulaire accompagnée d’une alcalinisation 
périmembranaire. Son activité serait donc responsable d’une acidification périmembranaire 
qui pourrait permettre la potentialisation de l’activité protéolytique de protéases à activité 
maximale à pH acide, les cathepsines B et S sécrétées dans le milieu extracellulaire (Gillet et 
al., 2009).  
Le pH intracellulaire, et par conséquent le pH périmembranaire sont des paramètres finement 
régulés faisant intervenir de nombreuses protéines membranaires. L’objectif de cette étude est 
d’identifier les protéines régulatrices du pH responsables de l’acidification périmembranaire 
induite par l’activité du canal NaV1.5, favorables à l’invasivité des cellules MDA-MB-231. 
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B. Premières études sur la régulation du pH dans les cellules 
MDA-MB-231 
Afin d’étudier la régulation du pH des cellules MDA-MB-231, l’expression des ARNm de 
plusieurs protéines régulatrices du pH a été étudiée par RT-PCR conventionnelle.  
 
Figure 28 : Expression transcriptionnelle de plusieurs régulateurs du pH dans des lignées 
cellulaires épithéliales mammaires cancéreuses ou non cancéreuses. 
A. Expression des ARNm des isoformes de NHE, de deux sous-unités de la V-ATPase et de transporteurs de 
bicarbonates dans les cellules MDA-MB-231 étudiée par RT-PCR conventionnelle. B. ARNm de régulateurs de 
pH dans deux lignées de cellules cancéreuses (MDA-MB-231 et MCF-7) et une lignée de cellules non 
cancéreuses MCF-10A. n=2 
 
Les cellules de la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231 expriment les ARNm de 
différentes isoformes d’échangeurs sodium-proton (NHE) : NHE1, NHE2, NHE5, NHE6, 
NHE7 et NHE8. La présence d’ARNm codant pour NHE3 n’a pas pu être testée par faute 
d’amorces utilisables. Ces cellules expriment deux sous-unités de la V-ATPase, l’une située 
sur le domaine V0, V0c et l’autre sur le domaine V1, V1A. Elles expriment également 
plusieurs transporteurs de bicarbonates, l’échangeur Cl- /HCO3- AE2, les co-transporteurs 
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Na+/HCO3- NBCn1, NBCe1 et NBCe2 et l’échangeur Cl-/ HCO3- dépendant du sodium 
NDCBE (Figure 28). L’expression de ces régulateurs de pH exprimés dans les cellules MDA-
MB-231 possédant un canal NaV1.5 fonctionnel a été comparée à des lignées de cellules 
épithéliales mammaires n’exprimant pas ce canal : une lignée de cellules cancéreuses 
mammaires plus faiblement invasives (MCF-7) et une lignée de cellules épithéliales 
mammaires non cancéreuses (MCF-10A). Les ARNm de NHE1 sont exprimés dans les trois 
lignées étudiées : aussi bien dans les cellules non cancéreuses (MCF-10A) que dans les 
lignées de cellules cancéreuses (MCF-7, MDA-MB-231). Le seul régulateur de pH 
différemment exprimé dans ces lignées est NBCe1 qui n’est pas retrouvé dans les lignées 
faiblement invasives ou non cancéreuses n’exprimant pas le canal NaV1.5 (Figure 28). Il est à 
noter que la lignée de cellules cancéreuses mammaires faiblement invasives MCF-7 exprime 
des ARNm de NaV1.5 mais cette expression n’est pas responsable de l’expression de courants 
fonctionnels. 
Les cellules cancéreuses mammaires hautement invasives MDA-MB-231 exprimant les 
ARNm de nombreux régulateurs de pH, il est nécessaire d’étudier leur fonctionnalité et leur 
importance sur la régulation du pHi. L’étude de la fonctionnalité de ces protéines a pu être 
effectuée par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou de siRNA spécifiques dans le but 
de déterminer leurs rôles dans la régulation du pH et des propriétés de prolifération, de 
migration et d’invasivité des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231. Un siRNA 
spécifique de NHE1 a été utilisé afin de déterminer le rôle de cet échangeur dans la régulation 
du pHi des cellules MDA-MB-231. Pour son utilisation, une cinétique a permis de déterminer 
le temps optimal nécessaire à une bonne efficacité de l’inhibition de l’expression de NHE1 
par son siRNA. Un western blot a été réalisé à partir d’extraits protéiques de cellules 
MDA-MB-231 cultivées pendant 24, 48 et 72h après transfection avec 10 nM de siRNA 
dirigé contre les ARNm de NHE1 (Figure 29). Dès 24h après la transfection, la bande 
correspondant à NHE1 située à environ 90 kDa est moins exprimée dans les cellules traitées 
par le siNHE1 que dans les cellules contrôles. L’effet est maximal à 48 et 72h. Un temps de 
48h après transfection a été choisi, permettant une réduction de l’expression des ARNm de 
NHE1 d’environ 60 % (Figure 29). Afin de s’affranchir d’un effet toxique de l’inhibiteur 
pharmacologique des NHEs, l’EIPA (5-N-ethyl-N-isopropyl amiloride), une gamme de 
concentration a été réalisée pour déterminer la concentration à utiliser. L’EIPA ne présente 
pas de toxicité pendant 24h sur les cellules MDA-MB-231 lorsqu’il est utilisé à une 
concentration de 1 µM mais présente une légère toxicité lorsque la concentration est 
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supérieure ou égale à 3 µM (Figure 29). Une concentration de 1 µM a donc été utilisée pour 
les mesures nécessitant des cultures de 24h ou plus en présence de l’inhibiteur et une 
concentration de 10 µM pour un traitement extemporané lors des mesures de pH. Le rôle de la 
V-ATPase dans la migration et l’invasivité cellulaire n’a pu être étudié puisque l’inhibiteur 
bafilomycine A1 induit une diminution de la viabilité cellulaire dès 24h de traitement (évaluée 
par un test MTT et confirmée par une coloration au bleu de méthylène). Cet effet a également 
été observé sur des cellules de cancer du colon, où la bafilomycine induit une diminution de la 
viabilité cellulaire dès 12 h de traitement et augmente l’apoptose (Wu et al., 2009).  
 
Figure 29 : Efficacité du siRNA dirigé contre NHE1 et toxicité de l’EIPA.  
A. Western blot représentatif de l’efficacité du siRNA spécifique de NHE1. B. Quantification de l’inhibition de 
l’expression de NHE1 par son siRNA spécifique. Les résultats sont normalisés par rapport à un contrôle de dépôt 
et au siCTL *** P < 0,001 par rapport au siCTL (n=6 pour 24h et n=4 pour 48h) C. Toxicité de l’EIPA évaluée 
par un test MTT. * P < 0,05 par rapport à la condition contrôle (n=3, 4 puits par condition). 
 
L’échangeur sodium-proton NHE1 est une protéine régulatrice du pH dont l’expression est 
ubiquitaire. Dans les cellules cancéreuses, NHE1 est connue pour avoir une expression 
augmentée ou une activité accrue et participer à la régulation du pH (Gatenby et al., 2007; 
Reshkin et al., 2000b; Rotin et al., 1989). Cet échangeur est impliqué dans la prolifération, la 
migration et l’invasivité des cellules cancéreuses (Horvat et al., 1992; Reshkin et al., 2000a; 
Stock et al., 2005). Afin de déterminer son rôle dans l’invasivité induite par l’activité du canal 
NaV1.5, une caractérisation plus générale du rôle de NHE1 dans différentes propriétés des 
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cellules MDA-MB-231 a été effectuée. Le siRNA dirigé contre les ARNm de NHE1 a permis 
l’étude de l’implication de cette protéine dans la prolifération et la migration des cellules 
MDA-MB-231. Des cellules dont l’expression de NHE1 a été réduite par un siRNA dirigé 
contre ses ARNm ont été mises en culture pendant 4 jours puis la viabilité cellulaire a été 
mesurée toutes les 24h par un test MTT. Après 24h de culture, le nombre de cellules viables 
n’est pas différent dans les cellules siNHE1 par rapport aux cellules traitées avec un siCTL, 
en revanche, à partir de 48h et pour des temps plus longs la viabilité est significativement 
diminuée par le siNHE1, pour atteindre 40 % de diminution de viabilité 4 jours après 
transfection (Figure 30). Afin de s’affranchir d’un effet de l’inhibition de NHE1 sur le 
métabolisme mitochondrial sur lequel est basé le test MTT, ces résultats ont été confirmés par 
une coloration des cellules au bleu de méthylène (Figure 30).  
 
Figure 30 : Effet de l’inhibition de l’expression de NHE1 par un siRNA spécifique (siNHE1) 
sur la viabilité cellulaire et l’apoptose. 
A. La viabilité cellulaire est évaluée par un test MTT (n = 4) ou par une coloration des cellules au bleu de 
méthylène (n=2) 3 à 6 puits par condition. ** P < 0,01, *** P < 0,001 par rapport au siCTL. B. Les cellules 
apoptotiques sont détectées à l’aide de l’anticorps F7-26. Le pourcentage de cellules marquées n’est pas modifié 
par le siNHE1 (n=2). 
 
Une diminution de la viabilité cellulaire peut être la conséquence d’une augmentation de 
l’apoptose. Les cellules apoptotiques ont été marquées avec l’anticorps F7-26, spécifique des 
cellules apoptotiques, puis détectées en cytométrie en flux. Le nombre de cellules 
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apoptotiques n’est pas augmenté pour des cellules transfectées par un siRNA dirigé contre les 
ARNm de NHE1 par rapport à un siRNA contrôle (9,85 % ± 3,35 de cellules apoptotiques 
pour les cellules siCTL et 4,1 % ± 0,9 pour les cellules siNHE1 n=2). Ces résultats suggèrent 
d’une part que NHE1 semble actif dans les cellules MDA-MB-231 puisqu’il participe à la 
régulation de la prolifération cellulaire et que la réduction de viabilité cellulaire observée lors 
de son inhibition ne met pas en jeu de phénomène apoptotique. Le rôle de NHE1 dans la 
prolifération des cellules MDA-MB-231, pourrait impliquer une augmentation de la transition 
de la phase G2 du cycle cellulaire vers la phase M comme il a été proposé dans des 
fibroblastes (Putney and Barber, 2003).  
Le rôle de NHE1 dans la migration des cellules MDA-MB-231 a également été évalué par la 
mesure du nombre de cellules capables de traverser un filtre poreux. L’inhibition de NHE1 
par un inhibiteur pharmacologique, l’EIPA ou par un siRNA spécifique réduit d’environ 30 % 
la migration cellulaire (Figure 31). De plus, l’EIPA n’a pas d’effet additif sur l’effet du 
siNHE1 suggérant que seule ou très majoritairement l’isoforme NHE1 est impliquée dans la 
migration cellulaire. Par ailleurs, comme retrouvé précédemment dans l’équipe (Gillet et al., 
2009; Roger et al., 2003) et contrairement aux données du laboratoire de M. Djamgoz (Fraser 
et al., 2005), l’inhibition du canal NaV1.5 par son inhibiteur pharmacologique la tétrodotoxine 
(TTX) ou par un siRNA n’a pas d’effet significatif sur la migration cellulaire. L’inhibition 
simultanée de NHE1 et NaV1.5 n’induit pas de diminution supplémentaire de la migration 
cellulaire par rapport à l’inhibition de NHE1 seule (Figure 31). 
 
Figure 31 : Rôle de NHE1 et de NaV1.5 dans la migration cellulaire. 
La migration cellulaire a été évaluée par le passage des cellules à travers une membrane poreuse (8µm de 
diamètre). Un gradient de SVF est utilisé comme chimioattractant. Les cellules sont transfectées avec les siRNA 
siC
TL
siC
TL 
+ E
IPA
siC
TL 
+ T
TX
siN
HE
1
siN
HE
1 +
 
EIP
A
siN
HE
1 +
 
TTX
siN
aV1
.
5
siN
aV1
.
5 +
 
EIP
A
0,0
0,1
0,4
0,6
0,8
1,0
NS
***
***
***
***
***
M
ig
ra
tio
n
 
re
la
tiv
e
NS
Résultats et discussion 
  
199 sur 337 
 
 
puis 24h après sont ensemencées sur les puits de migration en présence ou non d’EIPA à 1 µM ou de 30 µM de 
TTX. n= 3 à 5 expériences indépendantes avec 3 inserts par condition. *** P < 0,001 par rapport au siCTL. 
Ces résultats préliminaires à l’étude de la régulation du pH des cellules cancéreuses 
mammaires MDA-MB-231 indiquent que plusieurs régulateurs du pH sont exprimés dans ces 
cellules. Parmi ces différents régulateurs de pH, l’échangeur sodium-proton NHE1, connu 
pour réguler le pH de nombreuses cellules cancéreuses favorise la prolifération et la migration 
des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231. Il pourrait donc être impliqué dans la 
régulation du pH de ces cellules et dans l’invasivité cellulaire. L’objectif de l’étude suivante 
est de déterminer si les différentes protéines régulatrices du pH identifiées comme exprimées 
au niveau de leurs ARNm sont fonctionnelles et participent à la régulation du pH des cellules 
MDA-MB-231. A partir de l’étude de la régulation du pH de ces cellules, nous avons cherché 
à identifier le mécanisme par lequel l’activité du canal NaV1.5 permet de favoriser l’invasivité 
cellulaire par une acidification extracellulaire.  
 
C. Article 1 : NaV1.5 enhances breast cancer cell invasiveness 
by increasing NHE1-dependent H+ efflux in caveolae. 
 
Lors de cette étude, la régulation du pH des cellules MDA-MB-231 a été analysée afin de 
comprendre les mécanismes impliqués dans l’acidification extracellulaire induite par l’activité 
du canal NaV1.5 favorisant l’invasivité cellulaire. Ces résultats ont été publiés en 2011. 
 
 
NaV1.5 enhances breast cancer cell invasiveness by increasing NHE1-dependent 
 H+ efflux in caveolae. 
BRISSON L., GILLET L., CALAGHAN S., BESSON P., LE GUENNEC J.-Y.,  
ROGER S. & GORÉ J. 2011. 
Oncogene. 2011 Apr 28;30(17):2070-6. Epub 2010 Dec 20 
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Supplementary Figure legends 
 
 
Supplementary figure 1 : 
 
A, Dose-response curve of EIPA on H+ efflux from MDA-MB-231 calculated as explained in 
Methods section using the BCECF probe after NH4Cl-induced intracellular acidification. The 
IC50 obtained from the sigmoidal fit was 0.11 ± 0.02 µM. B, Mean data from western blot 
analyses showing the NHE1 protein expression relative to HSC-70 expression from MDA-MB-
231 cancer cells transfected with siRNA against NHE1 (siNHE1) vs. control (siCTL) (n= 4). The 
two bands were corresponding to the glycosylated and non-glycosylated forms were quantified as 
a whole. C, NaV1.5 mRNA expression assessed by Q-PCR in MDA-MB-231 cells transfected 
with siRNA against NaV1.5 (siNaV1.5) vs. control (siCTL) (n= 2 experiments). D, NaV1.5 mRNA 
expression assessed by Q-PCR in MDA-MB-231 cells transfected with siRNA against NHE1 
(siNHE1) vs. control (siCTL) (n= 3). E, Current-voltage relationship of the sodium current 
obtained from a holding potential of -100 mV in PSS from MDA-MB-231 cells transfected with 
siNHE1 (red circles, n= 16 cells) or with siCTL (black squares, n= 13 cells). F, Conductance-(■) 
and availability-(●) voltage relationships obtained from MDA-MB-231 cells transfected with 
siNHE1 (red symbol, n= 16 cells) or with siCTL (black symbol, n= 13 cells). Sigmoidal fits of 
these relationships gives V1/2-conductance of -27.9 ± 0.9 mV and -30.1 ± 0.2 mV for siCTL and 
siNHE1 respectively. V1/2-availability were -68.0 ± 1.7 mV and -66.8 ± 1.5 mV for siCTL and 
siNHE1 respectively. No statistical difference was found. 
Statistically different versus control condition at: ***p<0.001. 
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D. Résumé de l’article 1 
L’utilisation de différents inhibiteurs pharmacologiques et siRNA a permis de démontrer que 
parmi plusieurs régulateurs du pH, les échangeurs sodium-proton (NHE) semblent être les 
principaux régulateurs du pH des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et plus 
particulièrement l’isoforme ubiquitaire NHE1. En présence d’un inhibiteur spécifique de 
NaV1.5 ou d’un siRNA dirigé contre ses ARNm, l’activité d’efflux de protons de NHE1 est 
réduite d’environ 30 %. Par ailleurs, des mesures d’invasivité et de dégradation protéolytique 
ont été réalisées en réduisant l’activité de l’une ou l’autre de ces deux protéines, ou en les 
inhibant simultanément. L’inhibition de l’échangeur NHE1 ou du canal NaV1.5 réduit 
l’invasivité et la dégradation protéolytique des cellules MDA-MB-231 dans une même 
proportion, de plus, l’inhibition simultanée de ces deux protéines n’a pas d’effet 
supplémentaire. Ces résultats indiquent que NHE1 et NaV1.5 participent à une même voie de 
signalisation favorisant l’invasivité cellulaire. NHE1 pourrait être responsable de 
l’acidification péricellulaire induite par l’activité du canal NaV1.5 et de l’augmentation 
d’activité protéolytique des cathepsines à cystéine B et S. Aucune modification de la quantité 
d’ARNm ou de protéines NHE1 n’est modifiée lorsque NaV1.5 est inhibé suggérant une 
régulation de l’activité de NHE1 par celle du canal NaV1.5 et non une régulation 
transcriptionnelle. NHE1 et NaV1.5 semblent co-localisés dans les cellules MDA-MB-231. 
L’étude plus précise de la co-localisation entre NHE1 et NaV1.5 démontre que ces deux 
protéines sont localisées dans les domaines membranaires riches en cavéoline-1. La proximité 
de ces deux protéines dans les radeaux lipidiques, connus pour être des plaques de 
signalisation pourrait permettre l’établissement d’une interaction fonctionnelle entre NHE1 et 
NaV1.5 pour favoriser l’invasivité des cellules cancéreuses (Figure 32). 
 
Figure 32 : Schéma proposé 
de la régulation de NHE1 par 
NaV1.5 dans les domaines 
membranaires riches en 
cavéoline-1 dans les cellules 
cancéreuses MDA-MB-231 
Illustration réalisée grâce à Servier 
Medical Art  
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E. Discussion 
L’expression d’un canal sodique dépendant du voltage dans plusieurs types de cellules 
cancéreuses épithéliales est impliquée dans les phénomènes d’invasivité cellulaire in vitro 
(Roger et al., 2006) et proposée pour participer au développement de métastases (Fraser et al., 
2005; Yang et al., 2012). Les déterminants moléculaires permettant à l’activité de ce canal de 
favoriser l’invasivité des cellules cancéreuses sont mal compris. Les études réalisées au 
laboratoire ont permis de proposer un modèle dans lequel le canal sodique NaV1.5 est 
responsable d’une entrée continue de sodium (courant de fenêtre) dans les cellules 
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 permettant une acidification périmembranaire 
favorable à l’activité de protéases, les cathepsines à cystéines et donc à la dégradation de la 
matrice extracellulaire (Gillet et al., 2009; Roger et al., 2003).  
La première étude réalisée au cours de cette thèse démontre que l’échangeur sodium-proton 
NHE1 pourrait être le lien entre l’activité du canal NaV1.5 et l’invasivité cellulaire. L’étude de 
la régulation du pH des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 a permis de 
démontrer que l’échangeur sodium-proton NHE1 est un régulateur majeur du pH de ces 
cellules. Malgré l’expression des ARNm de deux sous-unités de la V-ATPase et de 
transporteurs de bicarbonates, ces régulateurs de pH ne semblent pas participer, dans nos 
conditions de culture et expérimentales, à la régulation du pH des cellules MDA-MB-231 
(Figure 1 de l’article ci-dessus). En revanche, l’EIPA et le cariporide sont capables d’inhiber 
fortement l’efflux de protons des cellules MDA-MB-231 (5 µM de cariporide réduit de 85 % 
l’efflux de protons). Un siRNA dirigé contre les ARNm de NHE1, d’une efficacité de l’ordre 
de 60 % (Figure 29), réduit d’environ 60 % l’efflux de protons. Un effet additif de l’EIPA est 
observé pouvant s’expliquer par l’inhibition incomplète de l’expression de NHE1 par le 
siRNA ou par la participation minoritaire d’autres isoformes telles que les isoformes situées 
sur la membrane plasmique NHE2 ou NHE5 (Figure 28).  
Afin de déterminer si la régulation du pHi était différente dans des cellules possédant un 
courant sodique dépendant du voltage ou non, une étude comparative a été effectuée dans 
plusieurs lignées de cellules cancéreuses mammaires. Les cellules cancéreuses mammaires 
faiblement invasives MCF-7 n’exprimant pas le canal NaV1.5 possèdent également des 
échangeurs sodium-proton très actifs, en effet l’EIPA réduit l’efflux de protons d’environ 
85 % (Figure 2 de l’article ci-dessus). Par ailleurs, NHE1 semble également participer à la 
régulation du pH des cellules MDA-MB-435s (Figure 33), ne possédant pas de canaux 
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sodiques dépendants du voltage fonctionnels (données du laboratoire). Dans ces cellules 
invasives MDA-MB435s, la régulation du pH fait intervenir en plus des échangeurs sodium-
protons, des transporteurs utilisant du bicarbonate, contrairement aux cellules MDA-MB-231 
(Figure 33).  
 
Figure 33 : Régulation du pH des cellules cancéreuses mammaires invasives MDA-MB-435s.  
L’efflux de protons est calculé à partir de la vitesse d’alcalinisation induite par l’ajout de sodium dans des 
cellules acidifiées. Les résultats sont normalisés par rapport à la condition contrôle (ajout de NaCl). La 
bafilomycine (100 nM) n’a pas d’effet sur l’efflux de protons alors que l’EIPA (10 µM) le réduit de 60 %. 
L’ajout de bicarbonate ainsi que l’utilisation du DIDS pour inhiber les transporteurs de bicarbonates permet de 
démontrer l’implication de ces transporteurs dans cette lignée. n=3 expériences indépendantes. * P < 0,05, ** P 
< 0,01 par rapport au contrôle Na+. 
 
Ces trois lignées cellulaires comparées, deux lignées fortement invasives (MDA-MB231 et 
MDA-MB-435s) et une lignée faiblement invasive (MCF-7) (Freund et al., 2003; Sommers et 
al., 1994) présentent toutes des échangeurs sodium-proton actifs. Les deux lignées 
cancéreuses mammaires ne possédant pas de canal NaV1.5 fonctionnel ni d’autres isoformes 
de NaV utilisent également NHE1 pour réguler leur pHi. Cette étude fonctionnelle confirme ce 
qui avait été suggéré par l’analyse de l’expression en ARNm de NHE1 dans plusieurs lignées 
épithéliales mammaires (Figure 28) et donc le caractère ubiquitaire de NHE1. NHE1 n’est 
donc pas spécifique de la lignée MDA-MB-231 et il n’existe pas de relation entre le niveau 
d’invasivité des cellules et la présence de NHE actifs dans les lignées étudiées ni avec 
l’expression d’un canal NaV1.5 fonctionnel. Ces études permettent de démontrer le rôle des 
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échangeurs sodium-proton lors d’une acidification intracellulaire mais ne renseignent pas de 
l’activité de ces transporteurs dans les cellules lorsque le pH est à l’équilibre. Néanmoins, les 
mesures de pH intracellulaire à l’équilibre dans les cellules MDA-MB-231, sans acidification 
préalable, en présence d’un siNHE1 indiquent que le pH intracellulaire pourrait être diminué 
en présence de ce siRNA (pHi = 6,98 ± 0,04 pour les siCTL et 6,88 ± 0,03, n=3 P=0,07). Ces 
mesures, effectuées sur une population cellulaire devraient être confirmées sur des cellules 
isolées. De plus, le pHi mesuré ici correspond à un pHi global qui pourrait être différent dans 
certaines zones cellulaires en fonction de l’expression et de la localisation de NHE1.  
Le rôle de NHE1 dans la régulation du pH intracellulaire et par conséquent du pH 
périmembranaire est conforté par l’observation d’une alcalinisation périmembranaire lorsque 
l’activité de NHE1 est inhibée par l’EIPA (Figure 34). Les valeurs de pH extracellulaire sont 
relativement élevées comparées à la description d’un pH extracellulaire généralement acide 
des cellules cancéreuses. Les mesures de pH périmembranaire effectuées ici correspondent au 
pH global des cellules, des différences pourraient exister en fonction de différents domaines 
cellulaires où le pH pourrait être beaucoup plus acide tels que les invadopodes, lieu de 
dégradation de la matrice extracellulaire. En effet, une étude sur ces même cellules 
MDA-MB-231 démontre que le pH extracellulaire à proximité des invadopodes se situe 
autour de 6,36 alors que le pH autour des cellules est plus alcalin autour de 7,43 (Busco et al., 
2010). Un gradient de pH extracellulaire est également observé entre le bord avant plus acide 
et le bord arrière plus alcalin de cellules en migration (Stock et al., 2007; Stuwe et al., 2007). 
Réciproquement, le pHi est plus alcalin dans les invadopodes (Magalhaes et al., 2011) ou au 
niveau du bord avant des cellules en migration (Martin et al., 2011) où est localisé NHE1. De 
plus, la méthode de calibration utilisée tend à sous-estimer les variations de pH à proximité 
des cellules. Le pH à proximité de la sonde fluorescente n’est pas identique à celui de la 
solution de perfusion du fait de la diffusion des protons dans la solution extracellulaire. Il 
apparaît nécessaire de mesurer le pH intracellulaire et périmembranaire des cellules MDA-
MB-231 de manière plus précise par l’utilisation d’un fluorophore sensible au pH couplé à de 
la microscopie confocale et de l’analyse spectrale. Ces données pourraient permettent 
l’établissement d’une « carte » du pH des cellules MDA-MB-231 qui associées à différents 
marqueurs permettraient d’identifier des micro-domaines où le pH extracellulaire pourrait être 
plus acide. 
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Figure 34 : Régulation du pH périmembranaire des cellules MDA-MB-231 par NHE1. 
Le pH périmembranaire est mesuré à l’aide d’une sonde fluorescente sensible au pH et s’intégrant dans le feuillet 
externe de la membrane plasmique (DHPE). Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées pendant 24h avec 1 µM 
d’EIPA. P = 0,07 n= 19 cellules pour CTL et 22 pour EIPA. 
 
L’échangeur sodium-proton NHE1 semble donc posséder un rôle important dans la régulation 
du pH des cellules MDA-MB-231. En revanche l’étude de l’expression des ARNm de 
transporteurs de bicarbonates suggérait une expression différente de NBCe1 dans les 
différentes lignées étudiées (Figure 28) or la présence de bicarbonates ou d’un inhibiteur de 
ces transporteurs ne modifie pas l’efflux de protons induit par l’addition de sodium dans les 
cellules MDA-MB-231 (Figure 1 de l’article ci-dessus). Dans ces cellules, ce transporteur ne 
semble pas être actif du moins pour son rôle dans la régulation du pH et donc pas impliqué 
dans l’acidification extracellulaire induite par l’activité du canal NaV1.5. Ceci pourra être 
confirmé par l’utilisation d’un siRNA spécifique de NBCe1. Au contraire, des transporteurs 
de bicarbonates semblent actifs dans les cellules MDA-MB-435s. L’expression des ARNm de 
transporteurs de bicarbonates dans cette lignée permettrait d’identifier quel régulateur pourrait 
être impliqué dans la régulation du pH. Une étude rapporte que les cellules cancéreuses 
hautement invasives MDA-MB-231 utilisent majoritairement la V-ATPase pour réguler leur 
pH et que les cellules moins invasives MCF-7 ont une activité de la V-ATPase moins 
importante et utilisent plutôt les échangeurs sodium-proton et les transporteurs de 
bicarbonates (Sennoune et al., 2004). Bien que nous n’ayons pas mesuré l’influence d’un 
inhibiteur de la V-ATPase dans les cellules MCF-7, son utilisation dans les cellules 
MDA-MB-231 n’a aucun effet sur l’efflux de protons induit par l’ajout de sodium dans des 
cellules acidifiées. Par ailleurs, l’effet toxique de la bafilomycine observé sur les cellules 
MDA-MB-231 n’a pas permis son utilisation pour des tests d’invasivité cellulaire. Ces 
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différences peuvent s’expliquer par des différences de conditions de mesures telles que la 
mise en suspension des cellules ou par l’ajout de sodium induisant le fonctionnement des 
échangeurs dépendants du sodium et qui pourrait masquer le fonctionnement d’autres 
transporteurs tels que la V-ATPase. Il est donc difficile d’exclure une participation de la V-
ATPase dans la régulation du pH des cellules MDA-MB-231. Pour cela, il faudrait mesurer 
l’efflux de protons de cellules sans sodium ni bicarbonates en présence ou non de 
bafilomcycine. Les mesures de pH intracellulaire ont été effectuées sur des cellules en 
suspension, des différences pourraient donc être rencontrées lors de ces mêmes mesures sur 
des cellules adhérentes à l’aide d’un microscope équipé pour des mesures de 
microspecrofluorimétrie et d’un système de perfusion.  
Nous avons montré que l’inhibition de l’activité du canal NaV1.5 par son inhibiteur 
pharmacologique (TTX) ou par un siRNA réduit l’efflux de protons des cellules 
MDA-MB-231 d’environ 30 % (Figure 2 de l’article ci-dessus). NHE1 étant la protéine 
majoritairement impliquée dans l’efflux de protons des cellules MDA-MB-231, l’activité du 
canal NaV1.5 pourrait augmenter celle de NHE1 conduisant à l’acidification périmembranaire 
précédemment démontrée (Gillet et al., 2009). Les études comparatives de la régulation du 
pH dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses mammaires ont montré que les échangeurs 
sodium-proton étaient des protéines dont l’activité est ubiquitaire, suggérant que l’effet du 
fonctionnement du canal NaV1.5 sur la régulation du pH implique la régulation de l’activité 
d’une protéine ubiquitaire, NHE1 et non l’induction de l’expression de nouvelles protéines. 
NaV1.5 potentialiserait donc l’activité de NHE1, connu pour être surexprimé dans les cellules 
cancéreuses. 
L’entrée de sodium par le canal NaV1.5 est nécessaire à son effet sur le pH puisque 
l’inhibition pharmacologique (TTX) ou moléculaire par un siRNA de NaV1.5 a le même effet 
sur l’activité de NHE1 (Figure 2 de l’article ci-dessus). Un rôle indépendant du transport de 
sodium par le canal peut donc être exclu à moins que la TTX empêche un changement 
conformationnel du canal, ce qui ne semble pas être le cas puisqu’elle agit en bouchant le 
pore. Par ailleurs, la spécificité de cette relation entre NHE1 et NaV1.5 est démontrée par 
l’effet unique de l’activité de NaV1.5 sur celle de NHE1 et non l’inverse ; l’inhibition de 
NHE1 ne modifie ni l’expression de NaV1.5, ni le courant sodique ni la fenêtre de voltage 
pour laquelle le canal est actif (Figure 2 et Figure supplémentaire de l’article ci-dessus). Un 
effet non spécifique de la TTX est exclu puisque cet inhibiteur pharmacologique n’a pas 
d’effet sur l’activité de NHE1 des cellules MCF-7 n’exprimant pas de canal NaV1.5 
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fonctionnel (Figure 2 de l’article ci-dessus). Enfin, il avait été précédemment démontré que 
l’activité du canal NaV1.5 ne régule ni l’expression ni la sécrétion des cathepsines à cystéine 
B et S ce qui pourrait suggérer une régulation de leur activité (Gillet et al., 2009). Nous avons 
également vérifié que l’expression de NHE1 ne modifie pas l’expression des cathepsines à 
cystéine B et S (Figure 35).  
 
Figure 35 : Effet des siRNA dirigés contre NaV1.5 sur l’expression de NHE1 et contre NHE1 
sur l’expression des cathepsines B et S. 
A. Effet du siNaV1.5 sur l’expression des ARNm de NHE1 évalué par PCR en temps réel (n=3) P = 0,5 B et C. 
Effet du siNHE1 sur l’expression des cathepsines à cystéines B et S (n=1). 
 
L’activité du canal NaV1.5 ne régule pas la quantité d’ARNm de NHE1 (Figure 35) ni de 
protéines NHE1 fonctionnelles (Figure 2 de l’article ci-dessus) mais semble uniquement 
réguler l’activité de NHE1. L’inhibition de NHE1 ou de NaV1.5 par leurs inhibiteurs 
pharmacologiques ou par des siRNA réduit d’environ 30 % l’invasivité cellulaire. 
L’inhibition simultanée de ces deux protéines n’a pas d’effet additif (Figure 3 de l’article ci-
dessus). Ce mécanisme est spécifique de l’invasivité cellulaire et pas de la migration. En effet, 
les cellules migrent de la même manière lorsque NaV1.5 est inhibé, de même aucun effet 
additif sur la migration cellulaire n’est observé lors de l’inhibition simultanée de NHE1 et 
NaV1.5 (Figure 31). Des résultats similaires aux tests d’invasivité ont été obtenus lors de 
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mesures de dégradation protéolytique par un substrat de protéases (DQ-Gelatin) : l’inhibition 
simultanée de NHE1 et de NaV1.5 n’a pas d’effet supplémentaire (Figure 3 de l’article ci-
dessus). Ces résultats suggèrent que NaV1.5 et NHE1 participent à une même voie favorisant 
l’invasivité des cellules MDA-MB-231. Par un mécanisme encore inconnu NaV1.5 stimule 
l’activité de NHE1 qui pourrait ainsi induire une acidification périmembranaire et augmenter 
l’activité des cathepsines favorisant l’invasivité cellulaire. 
Cette régulation de NHE1 par l’activité du canal NaV1.5 ne peut pas s’expliquer par un effet 
du gradient de concentration du sodium puisque l’entrée de sodium par le canal NaV1.5 aurait 
tendance à diminuer le gradient de sodium et donc à réduire l’activité de NHE1 or l’inverse 
est observé. Plusieurs hypothèses peuvent être émises concernant cette régulation de NHE1 
par l’activité du canal NaV1.5. L’activité de NaV1.5 pourrait activer des voies de signalisation 
ou des interactions dépendantes du sodium qui stimuleraient NHE1. De plus, une proximité 
(soit directe soit via des protéines d’interactions) entre ces deux protéines pourrait permettre 
l’établissement d’une signalisation dépendante du sodium localisée et favoriser leur 
interaction fonctionnelle. 
Bien que le rôle du sodium dans la signalisation cellulaire soit souvent attribué à une entrée de 
calcium par l’échangeur sodium/calcium une voie de signalisation dépendante du sodium a 
été décrite dans des cellules rénales. Dans ces cellules, l’augmentation de la concentration en 
sodium intracellulaire augmente l’expression membranaire de la pompe Na+/K+ en stimulant 
la PKA, indépendamment de l’AMPc, (Vinciguerra et al., 2003; Vinciguerra et al., 2005). 
L’activité du canal NaV1.5 pourrait, sans modifier la quantité de protéine NHE1 totale, 
augmenter le recrutement de NHE1 au niveau de la membrane plasmique ou sa réorganisation 
membranaire dans des zones spécifiques telles que les invadopodes, conduisant à une 
augmentation de l’activité de NHE1. Afin d’identifier si ce mécanisme existe, des protéines 
membranaires de cellules traitées ou non par la TTX ou par un siRNA dirigé contre les 
ARNm de NaV1.5 pourront être comparées aux protéines totales par plusieurs techniques 
permettant d’isoler les protéines membranaires. Une ultracentrifugation (100 000 x g) permet 
de séparer les protéines membranaires, retrouvées dans le culot, des protéines cytosoliques. Il 
est également possible d’isoler les protéines membranaires par un cross-linker couplé à une 
molécule de biotine et ne traversant pas les membranes cellulaires. Les protéines marquées 
sont précipitées par des billes couplées à de la streptavidine puis révélées par western blotting. 
Enfin la microscopie confocale permet de visualiser les protéines exprimées au niveau de la 
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membrane plasmique ou de zones spécifiques et celles situées dans les compartiments 
intracellulaires.  
Une étude utilisant un siRNA dirigé contre les ARNm de NaV1.5 propose un modèle dans 
lequel NaV1.5 serait à la base d’un « réseau » de signalisation permettant l’invasivité des 
cellules de cancer du colon en contrôlant l’expression de gènes notamment liés à la voie de 
signalisation Wnt, à la migration cellulaire ou encore au contrôle du cycle cellulaire (House et 
al., 2010). Une de ces voies pourrait participer à la régulation de l’activité de NHE1.  
Il a été suggéré que l’activité du canal NaV1.5 dans les cellules MDA-MB-231 pouvait 
stimuler l’activation de la PKA (Chioni et al., 2010). De plus, la PKA permet d’inhiber une 
voie de signalisation impliquant RhoA, P160ROCK et p38 MAPK, cette inactivation de p38 
MAPK induisant l’activation de NHE1 (Cardone et al., 2005a; Cardone et al., 2008) (Figure 
36).  
 
Figure 36 : Schéma hypothétique d’une voie de signalisation impliquant la PKA et p38MAPK 
Les flèches vertes indiquent la voie suggérée par Chioni et al., 2010, celles en rouge la voie décrite par Cardone 
et al., 2005a et 2008. 
 
Afin d’évaluer le rôle de cette voie de signalisation dans l’activation de NHE1 par l’activité 
du canal NaV1.5, l’influence de la PKA et de p38 MAPK ont été mesurées sur l’activité de 
NHE1. Dans ce modèle, l’activation de la PKA devrait induire une augmentation de l’activité 
de NHE1. Les cellules mises en présence de 30 µM de forskoline pendant 24h, activateur de 
l’adénylate cyclase induisant une augmentation de la production de l’AMP cyclique (AMPc) 
et donc l’activation de la PKA, présentent une légère augmentation de l’activité de NHE1 de 
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16 % (Figure 37). Inversement, l’inhibition de la PKA par le KT5720 (0,5 µM pendant 24h) 
diminue l’efflux de protons de 13 % (Figure 37). Cette voie de signalisation aurait comme 
effecteur final la kinase p38 dont l’activation diminue l’activité de NHE1. L’activation de p38 
MAPK par l’anisomycine (100 nM pendant 24h) diminue de 43 % l’efflux de protons (Figure 
37), suggérant que cette voie de signalisation peut réguler l’activité de NHE1 dans les cellules 
MDA-MB-231. 
 
Figure 37 : Régulation de NHE1 par la PKA et p38 MAPK. 
A. L’activation de la PKA par un traitement des cellules pendant 24h avec 30 µM de forskoline a tendance à 
augmenter l’efflux de protons (n=4, P = 0,49). B. L’inhibition de la PKA par un traitement des cellules pendant 
24h avec 0,5 µM de KT5720, a tendance à diminuer l’efflux de protons (n=2). C. Effet de l’activation de p38 
MAPK avec 100 nM d’anisomycine pendant 24h sur l’efflux de protons (n=5, P = 0,008). ** P < 0,01 par 
rapport au contrôle. 
 
Afin d’étudier l’implication du canal NaV1.5 sur cette voie de signalisation, la quantité de p38 
phosphorylée après 24 h de traitement par 30 µM de TTX a été évaluée par western blotting. 
Alors que l’anisomycine augmente la phosphorylation de la kinase p38 comme attendu, la 
TTX n’a aucun effet sur celle-ci en condition basale (Figure 38). Une voie de signalisation 
impliquant p38 MAPK ne semble donc pas directement impliquée dans la régulation de 
NHE1 par l’activité du canal NaV1.5. Ces résultats sont à confirmer par une étude cinétique de 
la phosphorylation de p38MAPK différents temps après traitement des cellules par de la TTX, 
en normalisant par rapport à la quantité de p38 totale et en étudiant l’effet de la TTX sur 
l’activation de p38. L’effet de l’entrée de sodium par le canal NaV1.5 sur l’adénylate cyclase 
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pourra être mesuré grâce à une sonde fluorescente basée sur le principe du FRET et 
permettant l’évaluation de la quantité d’AMPc (Adams et al., 1991). 
 
Figure 38 : Effet de la TTX sur la phosphorylation de p38. 
Western blot représentatif de l’effet de 30µM de TTX, de 10 et 100 nM d’anisomycine sur la phosphorylation de 
p38 MAPK. A droite, quantification par densitométrie (n=2). 
 
D’autres voies de signalisation pouvant être communes restent à explorer. Des résultats 
préliminaires indiquent que l’activité du canal NaV1.5 pourrait réguler l’activation de 
ERK 1/2. En effet, l’inhibition de l’activité du canal NaV1.5 par la TTX induit après 5 minutes 
une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 (Erk 1 sur Thr202 et/ou Tyr 204 et Erk2 sur 
Thr 185 et/ou Tyr 187) puis une augmentation de cette phosphorylation pour des temps plus 
longs et un retour au même niveau de phosphorylation que pour la condition contrôle après 
24h de traitement (Figure 39). Il a été démontré une régulation de ERK 1/2 par le canal 
NaV1.5 dans des cellules endothéliales (Andrikopoulos et al., 2011; Traub et al., 1999). NHE1 
peut également être régulé par ERK 1/2 qui active la kinase p90RSK (p90 ribosomal S6 kinase) 
et phosphoryle NHE1 pour permettre de l’activer en réponse à des facteurs de croissance 
(Takahashi et al., 1999).  
 
 
Figure 39 : Activation de la phosphorylation de ERK1/2 par l’inhibition du canal NaV1.5. 
Western Blot représentatif de trois expériences indépendantes. 
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Les cascades de phosphorylation sont complexes et régulées par de multiples voies dont 
certaines ne sont sûrement pas encore connues. Le rôle de voies de signalisation dans 
l’invasivité cellulaire due à l’activité du canal NaV1.5 reste à approfondir. Un système de 
détecteur de sodium intracellulaire pourrait exister pour activer des voies de signalisation 
conduisant à une augmentation d’activité de NHE1. De plus, cette étude sur de potentielles 
voies de signalisation, pourra être complétée par l’analyse du rôle de phosphatases qui 
peuvent être impliquées dans la régulation de la signalisation cellulaire. Les conditions de 
culture peuvent également modifier les mécanismes cellulaires. Dans le modèle présenté les 
cellules ne sont pas cultivées dans une atmosphère hypoxique ni dans un milieu pauvre en 
nutriments ce qui ne représente pas au mieux l’environnement tumoral. Or ces conditions sont 
connues pour modifier l’expression (Rios et al., 2005) ou l’activité de NHE1 (Reshkin et al., 
2000a). 
Un rapprochement entre NHE1 et NaV1.5 pourrait permettre au sodium transporté par NaV1.5 
de modifier l’activité de NHE1. Ceci est supporté par l’observation de la co-localisation de 
NHE1 et NaV1.5 par immunofluorescence et de leur localisation dans les domaines 
membranaires riches en cavéoline-1 démontrée par fractionnement membranaire. Les radeaux 
lipidiques sont des zones membranaires enrichies en sphingolipides et en cholestérol, connues 
pour être des plateformes de signalisation contenant de nombreuses protéines membranaires 
(Pike, 2003; Simons and Ikonen, 1997). NHE1 est retrouvé dans les domaines membranaires 
contenant de la cavéoline dans d’autres modèles cellulaires (Bullis et al., 2002; Willoughby et 
al., 2005). La première étude rapportant la localisation de NHE1 dans ces domaines démontre 
que la déstabilisation du cytosquelette d’actine n’affecte pas sa localisation dans ces fractions 
membranaires mais que la déstabilisation des radeaux lipidiques avec un agent qui extrait le 
cholestérol (méthyl-β-cyclodextrine) augmente l’activité d’efflux de protons de NHE1 (Bullis 
et al., 2002). Il a été démontré dans un modèle de fibroblastes que la déstabilisation des 
radeaux lipidiques par ce même agent délocalise NHE1 en dehors des domaines riches en 
cavéoline-1 et augmente son activité (Tekpli et al., 2008). Par ailleurs, dans les cellules 
MDA-MB-231, NHE1 est également retrouvé dans ces micro-domaines membranaires où il 
participe à l’acidification du microenvironnement pour favoriser l’activité de la cathepsine B 
et augmenter l’invasivité cellulaire. Dans cette même étude, la stimulation du récepteur CD44 
par l'acide hyaluronique présent dans la matrice extracellulaire induit le recrutement de NHE1 
dans les zones membranaires riches en cavéoline-1 ce qui augmente son activité 
(Bourguignon et al., 2004). Ces résultats contradictoires, ne permettent pas de conclure sur 
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l’activation de NHE1 dans les radeaux lipidiques ou en dehors. Cette régulation de l’activité 
de NHE1 dans ces micro-domaines membranaires pourrait dépendre du type cellulaire et de 
l’environnement protéique et lipidiques retrouvé à proximité de NHE1 dans les radeaux 
lipidiques. Enfin, les canaux sodiques NaV1.5 sont retrouvés dans des domaines 
membranaires enrichis en cavéoline des cellules cardiaques. La cavéoline-3 interagit avec le 
canal NaV1.5 et régule son activité (Yarbrough et al., 2002). Ainsi, des mutations sur le gène 
codant pour la cavéoline-3 sont associées à des syndromes de QT longs (Vatta et al., 2006) et 
à la mort subite du nourrisson (Cronk et al., 2007). 
Les radeaux lipidiques sont connus pour permettre la compartimentalisation de différents 
processus cellulaires. Ils permettent le rapprochement de molécules de signalisation 
cellulaires et sont donc présentés comme des plateformes de signalisation impliquées 
notamment dans le trafic de vésicules (Helms and Zurzolo, 2004) ou la transduction du signal 
(Harvey and Calaghan, 2012; Simons and Toomre, 2000). Indépendamment de l’expression 
de NHE1 ou de NaV1.5, les radeaux lipidiques sont impliqués dans l’agressivité des cellules 
cancéreuses (Patra and Bettuzzi, 2007). Il a été démontré que ces domaines contiennent des 
protéases essentielles à la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire. Dans des 
cellules cancéreuses de prostate, la cavéoline-1 est co-localisée avec MT1-MMP ce qui 
participe à l’invasivité de ces cellules (Wang et al., 2009). Dans les cellules cancéreuses 
mammaires MDA-MB-231, le récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase 
(uPAR) et la MMP9 sont situés dans les domaines membranaires riches en cavéoline. La 
déstabilisation de ces domaines membranaires, les délocalise et diminue la migration et 
l’invasivité cellulaire (Raghu et al., 2010).  
Nous avons démontré pour la première fois que dans les cellules cancéreuses mammaires 
MDA-MB-231, NaV1.5 était situé dans des zones membranaires particulières enrichies en 
cavéoline-1 où il était associé à NHE1. Le rapprochement de ces deux protéines, connues 
pour interagir avec de nombreux partenaires protéiques, pourrait permettre de favoriser leur 
interaction fonctionnelle. Ainsi les radeaux lipidiques pourraient être des zones ou le pH 
extracellulaire serait plus acide pour permettre une dégradation localisée de la matrice 
extracellulaire. Afin de confirmer cette hypothèse, une meilleure caractérisation des radeaux 
lipidiques isolés est nécessaire. En effet, le protocole utilisé ne permet pas de distinguer les 
radeaux lipidiques riches en cavéoline (cavéoles) de ceux ne contenant pas cette protéine ainsi 
que ceux situés sur la membrane plasmique ou sur les autres membranes intracellulaire. Pour 
cela, il serait nécessaire d’utiliser d’autres marqueurs tels que la flotilline et des marqueurs de 
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membranes intracellulaires ou de procéder à un enrichissement en membranes plasmiques 
préalablement à ce fractionnement membranaire. Les résultats obtenus avec cette technique de 
fractionnement sans utilisation de détergent pourront être comparés à une technique de 
fractionnement membranaire basée sur l’insolubilité des radeaux lipidiques dans des 
détergents doux. Il est également possible de visualiser les radeaux lipidiques par microscopie 
à l’aide de la sous-unité B de la toxine cholérique couplée à un fluorophore qui se fixe sur le 
ganglioside GM1 (Fra et al., 1994; Harder et al., 1998) situé dans les radeaux lipidiques 
(Parton, 1994). Cette technique, couplée à une sonde fluorescente sensible au pH permettrait 
d’étudier l’influence de la localisation de NHE1 dans ces zones sur leur pH extracellulaire. De 
plus, un substrat fluorescent de dégradation protéolytique permettrait d’étudier la dégradation 
de la matrice extracellulaire dans ces zones membranaires. Il est également possible de 
déstabiliser les radeaux lipidiques en déplétant le cholestérol avec un agent de la famille des 
cyclodextrines ou en inhibant la synthèse de cholestérol par des statines, afin d’étudier le rôle 
de la localisation de NHE1 et de NaV1.5 dans ces zones membranaires.  
NHE1 et NaV1.5 sont deux protéines membranaires connues pour avoir de nombreux 
partenaires protéiques, parmi ceux-ci, plusieurs peuvent être communs. NHE1 et NaV1.5 
interagissent avec 14-3-3 (Allouis et al., 2006; Lehoux et al., 2001), la calmoduline (Bertrand 
et al., 1994; Herzog et al., 2003) ou encore des protéines de la famille ERM qui interagissent 
avec NHE1 (Denker et al., 2000) et avec une autre isoforme de canaux NaV (Malik-Hall et al., 
2003). Une voie de signalisation pourrait exister par l’intermédiaire de ces protéines 
communes et être favorisée par le rapprochement dans des micro-domaines membranaires. 
 
Le canal sodique dépendant du voltage NaV1.5, exprimé dans les cellules cancéreuses 
mammaires hautement invasives MDA-MB-231, favorise l’invasivité de ces cellules. Nous 
avons montré qu’en plus de son rôle dans la prolifération et la migration cellulaire, NHE1 
participe à l’invasivité induite par l’activité du canal NaV1.5. En effet, l’activité du canal 
sodique est capable de stimuler l’activité d’efflux de protons de NHE1 ce qui pourrait 
permettre d’augmenter l’acidification de l’environnement extracellulaire. Les mécanismes 
permettant au canal NaV1.5 d’augmenter l’activité de NHE1 restent à élucider afin de mieux 
comprendre les mécanismes permettant l’invasivité des cellules cancéreuses.  
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II. Localisation de NHE1 et NaV1.5 dans les 
invadopodes 
A. Introduction 
Les invadopodes sont des protrusions membranaires retrouvées sur les cellules cancéreuses et 
spécialisées dans l’adhésion et la dégradation de la matrice extracellulaire. Ces protrusions 
sont enrichies en F-actine et en protéines associées et sont le site d’une dégradation 
protéolytique active due à la sécrétion de protéases solubles telles que MMP2, MMP9 ou des 
cathepsines à cystéine et à l’adressage de protéases membranaires comme MT1-MMP (Linder 
et al., 2011). De récentes études ont permis de démontrer l’implication des radeaux lipidiques 
dans la formation et la fonction des invadopodes. Des marqueurs de radeaux lipidiques 
incluant la cavéoline-1, sont retrouvés dans les invadopodes (Albrechtsen et al., 2011; 
Caldieri et al., 2009). La déstabilisation des radeaux lipidiques diminue la formation et 
l’activité de dégradation des invadopodes alors que le cholestérol restore cette fonction 
(Albrechtsen et al., 2011; Caldieri et al., 2009). Des radeaux lipidiques sont présents dans les 
invadopodes des cellules MDA-MB-231 (Yamaguchi et al., 2009) ce qui nous a conduit à 
rechercher la localisation de NaV1.5 et de NHE1 dans ces structures. 
L’objectif de cette étude était d’une part d’étudier la localisation de NHE1 et NaV1.5 dans les 
invadopodes des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et d’autre part de mieux 
définir le lien pouvant exister entre ces deux protéines au sein de ces domaines membranaires. 
Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr. Reshkin (Université de Bari, 
Italie) dans laquelle je me suis rendue pendant deux semaines pour apprendre les techniques 
d’isolement et de visualisation des invadopodes et réaliser l’étude en microscopie confocale. 
Une partie de cette étude a également été réalisée avec l’équipe du Pr. Counillon (Université 
de Nice-Sophia Antipolis) où je me suis rendue pour participer à la réalisation des mesures 
d’activité de NHE1. 
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B. Résultats préliminaires 
Afin de procéder à l’étude de la localisation de différentes protéines dans les invadopodes des 
cellules MDA-MB-231 par microscopie de fluorescence, le choix du support de culture est 
primordial. Les invadopodes, contrairement aux podosomes, sont des structures protrusives 
nécessitant une matrice extracellulaire pour se former. La forme des cellules MDA-MB-231 et 
la localisation de plusieurs protéines ont été étudiées par microscopie de fluorescence en 
présence ou non d’une matrice extracellulaire. Les cellules sont plus allongées lorsqu’elles 
sont cultivées sur une fine couche de Matrigel™ comparée à une surface de culture en verre 
sans matrice (Figure 40).  
 
Figure 40 : Comparaison de la forme et de la distribution de NaV1.5, de MT1-MMP et de 
l’actine en présence ou non d’une matrice extracellulaire. 
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Le canal NaV1.5 et la protéase MT1-MMP présentent une distribution sensiblement différente. 
Alors que les cellules cultivées sur un support en verre présentent une répartition de NaV1.5 
aux extrémités et uniforme de MT1-MMP, ces deux protéines semblent localisées dans des 
zones plus précises sur des cellules cultivées sur du Matrigel apparaissant sous forme de 
points plus concentrés (Figure 40). L’actine F présente également la même répartition. 
Lorsque les cellules sont cultivées sur du Matrigel™, l’actine F se situe, en plus du pourtour 
cellulaire, concentrée sous forme de points (Figure 40).  
Afin de déterminer si ces zones apparaissant sous forme de points lorsque les cellules sont 
cultivées sur une couche de Matrigel mimant la matrice extracellulaire correspondent à des 
invadopodes, leur composition a été étudiée par microscopie de fluorescence. En effet, les 
invadopodes sont définis comme des zones situées sur la face ventrale des cellules, enrichies 
en F-actine et présentant une activité de dégradation protéolytique de la matrice 
extracellulaire. Pour cela, les cellules ont été cultivées sur une matrice de Matrigel, l’actine F 
ou la cortactine ont été marquées et la dégradation protéolytique détectée par des substrats 
fluorogéniques de gélatinase (DQ-gelatin™) ou plus spécifiquement de la cathepsine B 
(MagicRed™). Les zones de dégradation protéolytique se situent dans les zones de 
condensation de l’actine F (Figure 41). La dégradation de la matrice extracellulaire due à 
l’activité de la cathepsine B est localisée dans des zones riches en cortactine (Figure 41). De 
plus, les zones intracellulaires de condensation de l’actine F correspondent à des zones 
enrichies en cortactine. De même, les substrats utilisés pour les gélatinases et la cathepsines B 
se superposent. La cathepsine B semble donc jouer un rôle majeur dans l’activité de 
dégradation de la matrice extracellulaire par les cellules MDA-MB-231. L’analyse de ces 
structures suggère que les zones de dégradation protéolytique sont des structures riches en 
actine F et en cortactine avec une activité de dégradation de la matrice extracellulaire par la 
cathepsine B importante (Figure 41). 
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Figure 41 : Caractérisation des invadopodes des cellules MDA-MB-231. 
Ces structures sont enrichies en F-actine et cortactine et présentent une activité de dégradation de la matrice 
extracellulaire par des cathepsines B. L’échelle correspond à 50µm. 
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Les invadopodes des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 sont bien caractérisés. 
Plusieurs protéines sont connues pour se situer dans ces zones subcellulaires. Parmi les 
protéines reconnues pour participer à la fonction protéolytique des invadopodes (Artym et al., 
2006; Steffen et al., 2008), la protéase MT1-MMP se situe également dans les zones de 
condensation de l’actine de nos cellules (Figure 40). De même, la cavéoline-1 est concentrée 
au niveau des zones de dégradation de la matrice extracellulaire (Figure 42). 
 
Figure 42 : Localisation de la cavéoline-1 dans les invadopodes des cellules MDA-MB-231. 
L’échelle correspond à 20 µm. 
 
Les structures observées semblent posséder les caractéristiques des invadopodes. Afin de 
déterminer si NHE1 et NaV1.5 participent à la fonction de dégradation de la matrice par les 
invadopodes, leur localisation au sein de ces structures a été étudiée également par 
microscopie de fluorescence. Le canal NaV1.5 présente une distribution subcellulaire 
surprenante pour une protéine membranaire. Il est localisé au centre des cellules, sous forme 
de points concentrés. Ces points correspondent à des zones de condensation de l’actine F et 
également aux sites de dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire (Figure 43). Ces 
observations suggèrent que NaV1.5 pourrait être situé dans les invadopodes. L’échangeur 
NHE1 possède une répartition plus uniforme, mais il est également présent en quantité 
importante dans les zones de forte concentration d’actine F (Figure 43).  
Ces analyses par microscopie de fluorescence ont permis de documenter la localisation 
subcellulaire de NHE1 et NaV1.5 dans les cellules MDA-MB-231. En revanche, cette 
technique d’imagerie par épifluorescence ne permet pas de déterminer si ces structures sont 
bien situées sur la face ventrale des cellules en contact avec le Matrigel. Pour cela, des 
analyses par microscopie confocale et SIM (Structured Illumination Microscopy) ont été 
réalisées et présentées dans l’article suivant. 
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Figure 43 : Localisation de NHE1 et NaV1.5 dans des zones riches en actine et dégradation la 
matrice extracellulaire. 
L’échelle correspond à 50 µm. 
 
C. Article 2 : Allosteric modulation of NHE-1 by NaV1.5 
sodium channels in caveolin-1 rich breast cancer cell 
invadopodia 
L’étude de la localisation de NHE1 et de NaV1.5 dans les invadopodes des cellules 
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 ainsi que leur interaction fonctionnelle a conduit à 
l’article ci-dessous (en préparation). 
Allosteric modulation of NHE-1 by NaV1.5 sodium channels in caveolin-1 rich  
breast cancer cell invadopodia.  
BRISSON L., POET M., ANTELMI E., COUNILLON L., RESHKIN S.J., GORÉ J. & ROGER S. 
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Summary 
The proteolysis of the extracellular matrix by cancer cells represents an essential step in 
metastatic progression. NaV1.5 voltage-gated sodium channels are overexpressed in breast 
tumours and associated with metastatic occurrence. NaV1.5 activity enhances breast cancer 
cell invasiveness through a Na+/H+ exchanger type 1 (NHE-1)-dependent perimembrane 
acidification and subsequent degradation of the extracellular matrix. In this study, we 
characterised MDA-MB-231 breast cancer cell invadopodia using both conventional confocal 
and high-resolution structured illumination microscopy and showed that NHE-1 and NaV1.5 
were co-localised in tubular-shaped invaginations containing caveolin-1 associated with 
matrix remodelling. We showed that NHE-1 co-immunoprecipited with NaV1.5 and caveolin-
1 from cancer cells, consistent with a close association between these three proteins. The 
expression of NaV1.5 channels in cancer cells is responsible for the allosteric modulation of 
NHE-1 exchangers, increasing their activity at neutral intracellular pH. Finally, the inhibition 
of NaV1.5 induced changes in cancer cell morphology and reduction in cortactin 
phosphorylation and in invadopodial proteolytic activity. Taken together, our study suggests 
that NaV1.5 and NHE-1 are functionally coupled in caveolin-1 containing domains of 
invadopodia and that NaV1.5 could induce conformational changes in NHE-1 to promote its 
H+-efflux activity and enhance cancer cell invasiveness.  
 
Key words: voltage-gated sodium channels, Na+/H+ exchanger type 1, caveolae, invadopodia, 
cancer cell invasiveness 
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Introduction 
Breast cancer is the primary cause of death by cancer in women worldwide and patients 
mostly die following the appearance of metastases (Parkin et al., 2005). At the cellular level, a 
determinant step in the development of metastases depends on the acquisition by cancer cells 
of an invasive potential, mainly relying on the capacity to degrade and migrate through the 
extracellular matrix (ECM). This is performed by invadopodia which are actin-rich organelles 
protrusive into the ECM and responsible for its proteolysis through the recruitment of 
membrane-associated and the release of soluble proteases (Linder et al., 2011). The 
invadopodial activity seems to be highly dependent on the acidification of the extracellular 
compartment (Brisson et al., 2012) and Na+/H+ exchangers type 1 (NHE-1) were recently 
shown to be determinant in protons efflux and ECM proteolysis at the peri-invadopodial 
space (Busco et al., 2010; Magalhaes et al., 2011).  
We and others have shown that voltage-gated sodium channels (NaV) are abnormally 
overexpressed in cancer cells from different epithelial origins (breast, lung, prostate, colon, 
cervix) and in melanoma, and proposed that their function could be associated with cancer 
progression (Allen et al., 1997; Diaz et al., 2007; Diss et al., 1998; Hernandez-Plata et al., 
2012; House et al., 2010; Laniado et al., 1997; Roger et al., 2006; Roger et al., 2007; Yildirim 
et al., 2012). Especially, the NaV1.5 isoform is overexpressed in breast cancer tissues and 
functional in highly invasive breast cancer cells (Fraser et al., 2005; Gillet et al., 2009; Roger 
et al., 2003). Moreover, the expression of NaV1.5 channels seems to be associated with 
metastases development (Fraser et al., 2005; Yang et al., 2012). In highly aggressive human 
MDA-MB-231 breast cancer cells, the activity of NaV1.5 enhances ECM degradation by 
increasing the activity of acidic cysteine cathepsins (Gillet et al., 2009). This effect is 
mediated through an acidification of the pericellular microenvironment, due to the 
enhancement of the activity of the NHE-1 exchanger through an unknown mechanism 
(Brisson et al., 2011).  
In this study, using biochemical and microscopic techniques (SIM and confocal imaging), we 
demonstrate that NHE-1, NaV1.5 and caveolin-1 are intimately associated and are co-localised 
in focal ECM degradation sites corresponding to caveolin-1-containing invadopodia. We 
found that NaV1.5 activity controls cancer cells morphology, is responsible for the allosteric 
modulation of NHE-1 and enhances the invadopodial activity.  
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Results and Discussion 
In recent studies, we have shown that the expression and functioning of NaV1.5 channels in 
highly invasive MDA-MB-231 breast cancer cells enhance the ECM proteolysis and cell 
invasiveness by promoting the NHE-1-dependent perimembrane acidification and subsequent 
cysteine cathepsins activation (Brisson et al., 2011; Gillet et al., 2009). Invadopodia and 
podosomes have been described as key structures involved in matrix remodelling by cancer 
and non-cancer cells, respectively (Linder, 2007). Therefore, we first analysed the ECM 
digestive activity from MDA-MB-231 cancer cells grown on a planar matrix of Matrigel™ 
containing DQ-Gelatin as a fluorogenic substrate for proteases. Multiple subcellular focalized 
areas of degradation, which could correspond to invadopodial structures, were observed and 
co-localised with F-actin condensations (Figure 1A). These areas were then analysed by using 
the high resolution Structured Illumination Microscopy (SIM) imaging (Figure 1B) 
demonstrating high spots of matrix degradation, surrounded by F-actin rings forming 
structures of approximately 2 µm diameter in axial (XY) sections (Fig. 1Bb). These structures 
profoundly penetrated the extracellular matrix (> 5 µm depth) with a cylinder-like F-actin 
shape, which can be seen on sagittal (XZ) and coronal (YZ) projections (Fig. 1Ba). These 
structures were identified as penetrating the ECM, below the cell body (Fig. 1Bc). Caveolin-
1-containing lipid rafts, also known as caveolae, have emerged as dynamic platforms at the 
plasma membrane allowing protein clustering and associated with the formation of functional 
complexes in several biological processes (Harvey and Calaghan, 2012). Recently, several 
studies have reported the importance of caveolae in the membrane composition and 
functioning of invadopodia (Caldieri et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009). They were 
proposed to be critical for the recruitment of components required for the focal degradation of 
the ECM at the invadopodium (Caldieri and Buccione, 2010; Caldieri et al., 2012; Yamaguchi 
and Oikawa, 2010). Therefore, we also tested the presence of caveolin-1 at focal points of 
ECM degradation and found that caveolin-1 was expressed in dots all over the cancer cell but 
was particularly concentrated around areas of matrix proteolysis (Figure 1C). In a previous 
study, we proposed that NaV1.5 channels, which enhance cancer cells invasiveness, may 
functionally interact with NHE-1 in caveolae (Brisson et al., 2011). By using the SIM 
technology, we found that NaV1.5 and NHE-1 were strongly co-localised in restrictive 
domains that are protrusive into the extracellular matrix (Figure 2A). However, because the 
SIM apparatus is only equipped with two lasers, we were unable to address the co-localisation 
of NaV1.5/NHE-1 with ECM degradation spots in invadopodia. Therefore, we resorted to the 
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use of two complementary approaches. The first approach was based on the enrichment of 
invadopodial fractions from MDA-MB-231 grown on a thick matrix of gelatin and the 
identification of proteins of interest by western blotting, as previously described (Busco et al., 
2010). As can be seen in Figure 2B, invadopodial fractions, characterised by the enrichment 
of cortactin, Focal Adhesion Kinase (FAK) and MT1-MMP (Linder et al., 2011), were 
containing NHE-1 as previously reported (Busco et al., 2010), but also caveolin-1, NaV1.5, as 
well as pro- and active-forms of cathepsin B which was demonstrated to be the key protease 
in the NaV1.5-dependent ECM invasion (Gillet et al., 2009). We also used confocal imaging 
for studying invadopodia from cells seeded on a layer of Matrigel™ containing BSA-
BODIPY-FL. This confirmed the presence of multiple focal areas of matrix proteolysis below 
the cancer cell body which strongly co-localised with NHE-1 and NaV1.5 (Figure 2C). Taken 
together these results demonstrate for the first time that NaV1.5 channels are located in 
invadopodia which are organelles specialized in cancer cell invasiveness. They are found in 
close proximity with NHE-1 and caveolin-1, both crucial for invadopodial formation and 
function (Magalhaes et al., 2011; Yamaguchi et al., 2009).  
The molecular mechanisms underlying NaV1.5-dependent modulation of NHE-1 are not 
known. The activity of NaV1.5 channels would normally tend to reduce the electrochemical 
gradient of Na+ and should counteract NHE-1 activity. However, using fluorescent probes for 
assessing intracellular pH regulation, we found that NaV1.5 channels are promoting NHE-1-
dependent H+-efflux, leading to the increase of extracellular cathepsins activity and matrix 
proteolysis (Brisson et al., 2011). We hypothesized that the regulation of NHE-1 activity by 
NaV1.5 functioning could be due to direct or indirect protein-protein interactions. To further 
explore this hypothesis, NHE-1 was immunoprecipitated from total MDA-MB-231 cell 
lysates and both NaV1.5 and caveolin-1 were co-immunoprecipited but not cortactin (Figure 
3A). This is consistent with an intimate association between these three membrane proteins. 
By contrast, NaV1.5 and caveolin-1 were not immunodetected in immunoprecipitates using a 
mouse IgG as a control antibody. NHE-1 is known to be ubiquitously expressed at the plasma 
membrane of all mammalian cells and to be crucial in protecting cells from intracellular 
acidification. NHE-1 has a very low activity at physiological intracellular pH (pHi) and 
activates rapidly, following a dimeric Monod-Wyman-Changeux cooperative mechanism, 
when cytoplasm becomes acidic (Lacroix et al., 2004). NHE-1 sensitivity to cytoplasmic 
protons is known to depend on membrane tension, composition and lipid asymmetry (Pang et 
al., 2012; Tekpli et al., 2008), and can be increased by stimulation with hormones and 
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mitogens (Paris and Pouyssegur, 1984). We decided to investigate whether NaV1.5 function 
could modify the allosteric modulation of NHE-1 activity in breast cancer cells. As can be 
seen in Figure 3B, cells in which NaV1.5 expression has been inhibited with shRNA have a 
reduced NHE-1 mediated Li+ uptake for a same pH than control cells expressing NaV1.5. 
This indicated that NaV1.5 function could allosterically modulate NHE-1 to increase its 
activity in neutral ranges of pHi.  
Knowing the importance of NHE-1 in invadopodial maturation and protease activation 
(Brisson et al., 2012), we wanted to assess the resulting effect of blocking NaV1.5 channels on 
the invadopodial activity. This was measured in MDA-MB-231 cells grown in the same 
conditions as in Figure 1. The number of pixels corresponding to F-actin condensation areas 
merged to focal spots of DQ-gelatin proteolysis were quantified per cell (Fig. 4A), in three 
treatment conditions: with 30 µM tetrodotoxin (TTX), 10 µM EIPA or vehicle (control) in 
order to assess the invadopodial activity. Blocking >90% of sodium currents with TTX and 
NHE-1 with EIPA resulted in an inhibition of ~40% and of ~60% of the invadopodial 
activity, respectively (Fig. 4B). MDA-MB-231 breast cancer cells displayed a fibroblast-like 
shape when grown on a planar layer of Matrigel™, exhibiting a rich F-actin labelling in the 
barbed-end of the lamellipodial leading edge, as well as at the cell rear end. This particular 
shape, characteristic of highly invasive cells, was lost when cells were treated with the 
specific NaV-channel blocker tetrodotoxin (TTX). In this case the F-actin-cytoskeleton was 
completely modified and showed a more uniform submembrane localization (Fig. 4C) and 
was associated with an increase of the circularity index of cancer cells (Fig. 4D). 
Phosphorylation of cortactin is known to promote the recruitment of NHE1 to invadopodial 
precursors which induced invadopodia maturation (Magalhaes et al., 2011). Treating cells 
with 30 µM TTX induced a decrease in Y421 cortactin phosphorylation as soon as 5-10 
minutes and which is maintained after 24h in presence of TTX (Figure 4E) suggesting an 
involvement of NaV1.5 activity in invadopodia formation.  
Indeed, NaV1.5 modulates NHE-1 functioning as well as cancer cell morphology, thus 
resulting in the enhancement of the invadopodial activity and breast cancer cells invasiveness. 
 
Voltage-gated sodium channels (NaV) have long been considered as being characteristic of 
excitable cells, such as muscle and neuronal cells, as their activation leads to a sodium influx 
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and to the membrane depolarisation that initiates action potentials (Catterall, 2012). However, 
different NaV isoforms have been shown to be overexpressed in cancer cells originating from 
diverse non-excitable epithelial tissues, and each time this has been investigated, their 
function was demonstrated to enhance cancer cell invasiveness (Hernandez-Plata et al., 2012; 
House et al., 2010; Laniado et al., 1997; Roger et al., 2003; Roger et al., 2007). Particularly, 
in highly invasive breast cancer cells and in high grade breast cancer biopsies, the 
overexpression of the NaV1.5 isoform has been associated with ECM remodelling and 
increased probability of developing metastases (Fraser et al., 2005; Gillet et al., 2009; Yang et 
al., 2012). Therefore, these channels have been proposed to constitute therapeutic targets in 
the treatment of metastatic breast cancers (Yang et al., 2012). From a mechanistic point of 
view, it is difficult to understand how such high-voltage activation and fast inactivating 
channels could exercise their pro-invasive activity. To the best of our knowledge they have 
not been associated with the triggering of action potentials in cancer cells, and we have 
proposed that they could be active through a persistent current (in a window of voltage 
between -60 and -20 mV) at the membrane potential. We have previously demonstrated that 
NaV1.5 channels promote ECM proteolysis through NHE-1-dependent acidic activation of 
extracellular cathepsins B and S (Brisson et al., 2011; Gillet et al., 2009). NHE-1 is already 
known to have a predominant role in extracellular acidification and in the invasiveness of 
cancer cells (Bourguignon et al., 2004; Busco et al., 2010; Cardone et al., 2005b; Stock and 
Schwab, 2009) and every signalling pathway increasing its activity could promote cancer 
progression to an aggressive phenotype. At present, the nature of interaction between NaV1.5 
and NHE-1 remained elusive. In this study, we showed for the first time that NaV1.5 channels 
expressed in breast cancer cells are intimately associated with NHE-1 and that their function 
allosterically increases NHE-1 activity in near neutral pHi ranges. We propose these 
interactions to occur in caveolin-1-containing lipid rafts in the invadopodial compartment and 
to be responsible for an increased ECM degradative activity. The use of the high-resolution 
structured illumination microscopy, allowed us to describe a particular structure for 
invadopodia indicating a narrow tubular invagination of F-actin and caveolin-1 into the ECM 
at the centre of which is recorded the higher degradative activity. This led us to suggest a new 
hypothesis for the invadopodium structure, presenting a tubular shape in which the ECM 
degradative activity could be performed both inside and outside. Such a structure would allow 
a tight control of pH and protease activity inside the invadopodium. Another explanation 
could be the endocytosis of degradation products by the invadopodium. This will have to be 
further studied but could alter the initial model of invadopodial structure. This structure could 
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partially correlate with the protrusive structure of podosomes, observed from dendritic cells 
using the same technology (Gawden-Bone et al., 2010). 
Caveolae are liquid-ordered domains enriched in cholesterol and sphingolipids and 
assembling membrane proteins into signalling complexes (Harvey and Calaghan, 2012). 
Cardiac NaV1.5 channels are known to be localised in caveolin-3-containing lipid rafts in 
ventricular myocytes (Yarbrough et al., 2002) and mutations of caveolin-3 in long QT 
syndromes have been demonstrated to interfere with NaV1.5 functioning (Vatta et al., 2006). 
Caveolae have been described as being required for both invadopodia formation and ECM 
degradative activity (Caldieri et al., 2009; Caldieri et al., 2012; Yamaguchi et al., 2009). 
Indeed, caveolae could work as a signalling platform in invadopodia for NaV/NHE-1-
dependent cancer cell invasiveness. Because of their invaginated structure, caveolae also 
provide a restrictive diffusion space for ionic fluxes that could be responsible for local 
changes in membrane potential and signalling cascades. In this study, we also found that NaV 
function regulated the F-actin cytoskeleton of cancer cells and stimulated the acquisition of an 
aggressive phenotype. This could be in line with the fact that membrane depolarisation has 
been shown to regulate the actin polymerisation-depolymerisation ratio and, thus, the 
submembranous F-actin network (Callies et al., 2011). This could also be mediated through 
NHE-1 regulation which is known to regulate cytoskeleton dynamics by its ability to bind 
actin-binding proteins of the ERM (ezrin, radixin and moesin) family (Baumgartner et al., 
2004; Cardone et al., 2005b). Furthermore NaV activity could increase cortactin 
phosphorylation to stimulate NHE-1 and invadopodia maturation.  
Very interestingly, functional NaV channels have also been identified in other non-excitable 
invasive cells such as T-lymphocytes (Fraser et al., 2004), macrophages (Carrithers et al., 
2007) and microglial cells (Black and Waxman, 2012). Blockade of these channels was 
shown to reduce cell invasiveness. This effect was proposed, at least in macrophages, to 
depend on the regulation of podosome formation (Carrithers et al., 2009). In conclusion, we 
have shown that NaV1.5 channels promote the ECM degradation by promoting the activity of 
NHE-1 in invadopodia of breast cancer cells. The participation of NaV channels into the 
constitution and activity of ECM degrading compartments could be a general feature shared 
by every invasive cancer and non-cancer cells. 
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Materials and Methods 
Inhibitors and chemicals - Tetrodotoxin (TTX) was purchased from Latoxan (France) and 
was prepared in water supplied with 1/1000 acetic acid. Fluorescent probes were purchased 
from Invitrogen (France). 5-(N-ethyl-N-isopropyl) amiloride (EIPA), and other drugs and 
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (France). Rabbit anti-P-Cortactin (Y421) 
antibody was from Chemicon (France). 
Cell culture - MDA-MB-231 human breast cancer cells were cultured in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 5% FCS, and grown at 37°C in a humidified 
5% CO2 incubator. ShNaV1.5 cells were obtained using stable lentiviral transduction. NaV1.5 
extinction was checked with qPCR and invasion assays compared to control shRNA (shRD).  
Cellular electrophysiology - Patch pipettes were pulled from borosilicate glass to a resistance 
of 4-6 MΩ. Currents were recorded, in whole-cell configuration, under voltage-clamp mode at 
room temperature (RT) using an Axopatch 200B amplifier (Axon Instrument, USA). Sodium 
currents were recorded from a holding potential of -100 mV to a depolarizing step to -5 mV as 
already described (Gillet et al., 2009). External solution (in mM): NaCl 140, KCl 4, MgCl2 1, 
CaCl2 2, D-Glucose 11.1, HEPES 10, adjusted to pH 7.4 with NaOH (1M). Intrapipette 
solution (in mM) : K-Glutamate 125, KCl 20, CaCl2 0.37, MgCl2 1, Mg-ATP 1, EGTA 1, 
HEPES 10, adjusted to pH 7.2.  
Measurement of initial rates of NHE-1 – MDA-MB-231 cells seeded on 24-well plates were 
acidified in Li+- and Na+-free solutions containing 2.5 µM nigericin, 140 mM KCl and 
calibrated in a range of various pHs varying from 5.2 to 7, as previously described (Lacroix et 
al., 2004; Milosavljevic et al., 2010). Measurements were performed by 3-minutes incubation 
in the uptake medium at RT supplemented with 1 mM LiCl, followed by four rapid rinses in 
ice-cold PBS. Cells were solubilised in 1 N nitric acid, and Li+ was measured using atomic 
absorption spectrometry (Zeeman furnace system, Solar 969, Thermo Optek). NHE-1 initial 
rates were calculated as the cariporide (10 µM)-sensitive Li+ accumulation per well divided 
by protein quantities.  
Invadopodial fractionation – Breast cancer cells invadopodia, embed into a thick layer of 
gelatin, were isolated and purified from cytosolic and membrane fractions as previously 
described (Busco et al., 2010). Briefly, MDA-MB-231 cells were seeded on a thick layer of 
gelatin (final concentration of 20 mg/mL in PBS) cross-linked with 0.5% glutaradehyde on 
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ice and fractions were isolated after a hypotonic shock with a swelling buffer (0.2 x PBS 
supplied with protease inhibitor cocktail, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2 and 1 mM sodium 
orthovanadate) and cell bodies scraping. Cytosolic fraction was isolated from membranes 
using centrifugation at 100,000g for 1h10. The gelatin layer containing entrapped invadopodia 
was collected in 500 µL lysis buffer per dish (5 mM HEPES, 0.5 mM EDTA pH7.2 supplied 
with 100 µL/mL protease inhibitor cocktail, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM DTT and 
0.1% Nonidet P-40), and invadopodial proteins were extracted after 2h30 rotation at 4°C in an 
orbiting wheel. Fraction containing invadopodia was isolated from gelatin with centrifugation 
at 17,000 g at 4°C for 30 minutes. Protein samples were separated according to standard SDS-
PAGE protocols (Laemmli, 1970) using an equal protein amount, then transferred onto a 
PVDF membrane (Millipore, USA). Primary antibodies used were: mouse anti-NHE-1 
(1/1,500, Chemicon), mouse anti-HSC70 (1/30,000, Santa-Cruz Biotechnology), rabbit anti-
caveolin-1 (1/1,000, Cell Signaling), rabbit anti-β-adaptin (1/2,500, BD Biosciences), rabbit 
anti-human NaV1.5 (1/1000, Sigma), rabbit anti-Focal Adhesion Kinase (FAK, 1/1,000 Santa-
Cruz Biotechnology), rabbit anti-human Cathepsin B (1/1,000, Fitzgerald), mouse anti-
cortactin (1/1000, Millipore) and rabbit anti-MT1-MMP (1/1000, Millipore). Secondary HRP-
conjugated antibodies were: goat anti-mouse (1/3,000), goat anti-rabbit (1/3,000), rabbit anti-
β-actin-HRP (1/1,000). Detection was done using the electrochemiluminescence (ECL) kit 
and Kodak Bio-Max MS films. 
Co-immunoprecipitation assays- Cells were washed with PBS and lysed in presence of a 
lysis buffer (50 mM Tris, pH7, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% glycerol, 1 mM EDTA), 
containing 1% Triton-X-100 and protease inhibitors (Sigma-Aldrich, France). Co-
immunoprecipitations (co-IP) experiments were performed using Bio-Adembeads PAG 
magnetic beads (Ademtech, France). Cell lysates (500 µg in 500 µL) were pre-cleared with 20 
µL of magnetic beads for 1h. Cell lysates were incubated with 1 µg of antibodies: mouse 
monoclonal anti-NHE-1, or mouse immunoglobulin G (mIgG) as a negative control overnight 
at 4°C. Samples were incubated with 20 µL of magnetic beads for 150 min at RT. After 
incubation, magnetic beads were isolated thanks to a magnetic strand and were washed 5 
times with lysis buffer. Pellets were resuspended in 20 µL of 5 x denaturant (SDS) and 
reducing (β-mercaptoethanol) buffer and boiled for 5 min. 10 µL of samples were loaded in 6 
and 10% polyacrylamide gels and transferred to PVDF membranes. Western blotting was 
performed according to standard protocols. 
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Fluorescence imaging – MDA-MB-231 cells were cultured on a layer of Matrigel™ for 24h 
in presence of TTX 30 µM, EIPA 1 µM or vehicle (control condition). Cells were washed in 
PBS at RT, fixed with 3.7% ice-cold paraformaldehyde/PBS, and washed in ice-cold PBS 
containing 100 mM glycine. Cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 and saturated 
with 0.1% gelatin in PBS for confocal imaging, or with a solution containing 50 mM NH4Cl, 
1% BSA, 0.02% saponin and saturated in 3% BSA and 3% NGS for epifluorescence and SIM 
imaging. Coverslips were incubated 1h to overnight at 4°C with primary antibodies then 
washed with PBS and incubated at RT for 1h with secondary fluorescent-conjugate 
antibodies. Coverslips were then washed with PBS and then mounted with ProLong® Gold 
antifade reagent (Invitrogen). F-actin was stained with phalloidin-Alexa594 (1/200, 
Invitrogen). Primary antibodies used were polyclonal anti-human NaV1.5 (1/200, Sigma), 
monoclonal anti-NHE-1 (1/250, Abcam 4E9, or 1/100 Santa-Cruz 4E9), monoclonal anti-
caveolin 1 (1/200). Secondary fluorescent-conjugate antibodies used were anti-rabbit 
TexasRed (1/800), anti-rabbit AlexaFluor350 (1/10,000), anti-goat DyLight488 (1/2,000) and 
, anti-mouse AlexaFluor568 (1/10,000) .  
Epifluorescence imaging - Gelatinolytic activity was assessed by culturing cells for 24h on a 
planar Matrigel™ matrix containing 25 µg/mL of DQ-Gelatin™. Epifluorescence microscopy 
was performed with a Nikon TI-S (France) and analysed using the NIS-BR software (Nikon, 
France). Fluorescence analysis was performed by using the ImageJ© software 1.38I 
(http://rsbweb.nih.gov/ij). A circularity index was calculated as being 4π x 
[Area]/[Perimeter]2. As the value approaches 0, it indicates an increasingly elongated shape, 
and inversely a value of 1.0 indicates a perfect circle. 
Structured Illumination Microscopy (SIM) imaging – SIM Experiments were performed at the 
Nikon Imaging Center at the Institut Curie-CNRS (Paris) and allowed the production of 
higher resolution images than conventional optical microscopes by analyzing the moiré 
pattern produced when illuminating the specimen with a high-frequency patterned 
illumination. Nikon’s Structured Illumination Microscopy (N-SIM) technology is using a 
Nikon Eclipse Ti Inverted Microscope equipped with a MCL Piezo stage, two lasers (a 488 
nm,100 mW and a 561 nm 100mW), a 100x CFI Plan Apo TIRF (N.A. 1.49) oil immersion 
objective, and a EM-CCD Camera iXon DU897 (Andor). Samples and cells were prepared as 
indicated for epifluorescence imaging experiments.  
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Confocal imaging - Cells were seeded on a layer of Matrigel™ (4 mg/mL) containing a 
substrate for digestion localisation (BSA-BODIPY-FL, 30 µg/mL). Cells were observed at 
600X magnification in oil immersion with a Leica TCS SP5 II AOBS laser scanning confocal 
microscope equipped with He/Ne-633 and Argon-488 lasers with 495–519 (B2-A) and 642–
660 (Cy5) nm excitation filters. For each cell, scanning was conducted with 26 optical series 
from the top to the bottom of the cell with a step size of 0.25 µm. For every image a Z-stack 
was acquired using the Metamorph software (Universal Imaging Corp, USA) and every three 
color stack (blue, red and green) is the sum of 3 stacks (one for each color) acquired 
separately in black and white (B/W). Before image analysis, each stack was deconvolved 
using the AutoDeblur 9.1 function of the AutoQuant software (Troy, N.Y.) and then merged 
by transforming the three channels corresponding to red (TRITC), blue (DAPI) and green 
(FITC) into a single three-color stack using the ‘RGB merge’ command of the ImageJ© 
software.  
Statistical analyses - Data are displayed as mean ± standard error of the mean (n = number of 
cells/experiments). T-tests were used to compare groups showing Gaussian distributions and 
equal variances. Mann-Whitney rank sum test were used when the variance homogeneity test 
failed. Statistical significance is indicated as: *, p <0.05; **, p<0.01 and ***, p<0.001. 
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Figure 1: Characterization of invadopodia from MDA-MB-231 breast 
cancer cells. Cells were grown for 24 h on a planar matrix of Matrigel™ 
containing DQ-Gelatin™. A, Cells were imaged in phase contrast (first panel) 
and epifluorescence imaging. F-actin staining with phalloidin-Alexa 594 
(second panel, red) showed high density sub-cellular structures (white arrows). 
DQ-gelatin™ was cleaved in focused areas under the cancer cells (third panel, 
green) which were close to F-actin condensations (merged image). Scale bar, 
10 µm. B, Structured Illumination Microscopy (SIM) imaging was used to 
better visualize invadopodia defined as being dense F-actin circular structures 
(red) co-localised with in situ matrix degradation (green). Ba, Image showing 
an invadopodium in an axial plan (XY) as being a proteolytic spot (green) 
surrounded by F-actin structures (selected region). YZ and XZ projections 
from the selected area (white cross) are represented and show the insertion of 
this protrusive structure into the extracellular matrix. Scale bar, 5 µm. Bb 
represents an enlargement of the invadopodial section selected in Ba. Scale 
bar, 2 µm. Bc, Z-stage representations of XY plane sections taken from the 
extracellular matrix side to the cell body. The 8 images shown are separated by 
0.8 µm step-size in the Z-dimension away from the matrix towards the cell. 
Scale bar, 2 µm. C, SIM imaging showing that proteolytic spots (green) were 
surrounded by caveolin-1 staining (immunostaining TexasRed, red) in a XY-
axial plan as well as in protrusive structures shown in XZ- and YZ-projections 
from the selected region (white cross). Scale bar, 5 µm. 
Résultats et discussion 
  
245 sur 337 
 
 
Figure 2: NaV1.5 and NHE1 co-localise in MDA-MB-231 
breast cancer cells invadopodia. A, Representative SIM 
immunofluorescence imaging of NHE-1 (green) and NaV1.5 
(red) performed on a MDA-MB-231 breast cancer cell grown 
on Matrigel™ using primary specific antibodies and showing 
spots of strong co-localization (XY) corresponding to 
protrusive structures into the extracellular matrix, as observed 
with XZ and YZ projections from the selected area (blue 
cross). Scale bar, 5µm. B, Invadopodia entrapped into a 2% 
gelatin extracellular matrix were fractioned and separated 
from cytosol- and membrane-enriched fractions. Proteins from 
the three fractions were analysed by Western Blotting. The 
quality of the fractions was assessed using invadopodia 
(cortactin, FAK, MT1-MMP), cytosolic (HSC70, β-actin) and 
membrane (β-adaptin) markers. The invadopodia fraction 
showed enrichments in caveolin-1, NHE-1, NaV1.5 and Pro- 
and active-forms of cathepsin B. (n=5 independent 
fractionations) C, Confocal immunofluorescence imaging of 
NHE-1 (red) and NaV1.5 (blue) from a MDA-MB-231 cell 
culture on BSA-BODIPY-FL-containing matrix releasing 
green fluorescence when degraded. Numerous focal zones of 
degradation were identified in axial sections (XY) and were 
co-localised with NHE-1 and NaV1.5. Two matrix degradation 
areas were selected and analyzed in sagittal sections (XZ) 
demonstrating a strong co-localization of NHE-1 and NaV1.5 
in protrusive areas of matrix degradation. Scale bar, 5µm. 
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Figure 3: Intimate association between NaV1.5 and NHE-1 and allosteric modulation of NHE-1 function. A, NHE-1 exchangers were detected in MDA-
MB-231 cell lysates and they were immunoprecipitated (IP NHE-1) with a mouse anti-NHE-1 monoclonal antibody. Anti-mouse immunoglobulin (mIgG) 
was used as a negative control to rule out non-specific binding in the immunoprecipitation (IP mIgG). NaV1.5 and Caveolin-1 proteins were detected in cell 
lysates and co-immunoprecipitates with NHE-1 but not with mIgG. Co-immunoprecipitations shown here are representative of three independent 
experiments .B, Initial rates of the NHE-1 exchanger measured using fast kinetics of Li+ uptake, showed that expression of NaV1.5 in wt MDA-MB-231 cells 
(shRD) induced activation of NHE-1 by intracellular protons compared with shNaV1.5 cells. In shRD cells NHE-1 exchangers are more active at 
physiological pH than shNaV1.5 cells. (n=5-9 independent experiments) 
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 Figure 4: NaV1.5 activity controls MDA-MB-231 cell morphology and 
invadopodial activity. A, The invadopodial activity from cancer cells cultured on a 
Matrigel™-composed matrix containing DQ-Gelatin™ was measured using the 
ImageJ© software and defined as being F-actin foci co-localised with focused 
proteolytic activities (represented as white pixels). B, Invadopodial activities were 
calculated from cells treated with 30 µM tetrodotoxin (TTX) or 1 µM EIPA or 
vehicle (control). Representative pictures are shown on the left panel. Scale bar, 100 
µm. Number of white pixels were counted to calculate an “Invadopodial activity 
index” shown in the right panel as a function of treatments. Representative effects of 
30 µM TTX and 1 µM EIPA on sodium currents (INa) recorded from a holding 
potential of -100 to -5 mV, and normalized to the current recorded in the control 
condition, are shown above the invadopodial activity index. *, statistically different 
at p<0.05 (Mann-Whitney Rank sum test). C, Cells were treated or not (control) with 
30 µM TTX, then F-actin cytoskeleton was stained by using phalloidin-Alexa594. 
Scale bar, 100 µm. D, A circularity index was calculated, as indicated in the material 
and methods section using the ImageJ© software, from untreated (CTL, n= 78) and 
TTX-treated cells (n= 51). ***, statistically different at p<0.001 (Student’s t-test). 
Scale bar, 20 µm. E, Treating cells with 30 µM TTX induced a decrease in cortactine 
phosphorylation (Y421) as early as 5 minutes and maintained until 24h. Left shows 
representative western blotting of 4 independent experiments. Right cortactine 
phosphorylation quantification using densitometry.  
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D. Résumé de l’article 2 
L’activité du canal sodique dépendant du voltage NaV1.5 exprimé dans les cellules 
cancéreuses mammaires invasives MDA-MB-231 permet d’augmenter l’invasivité de ces 
cellules. Ce canal régule l’invasivité cellulaire par une voie dépendante de l’échangeur 
sodium-proton (NHE1) et d’une acidification périmembranaire favorable à l’activité de 
protéases acides. Le rôle des invadopodes, structures cellulaires responsables d’une 
dégradation focalisée de la matrice extracellulaire, dans ce phénomène a été étudié. 
L’isolement par une technique biochimique de fractions enrichies en invadopodes a permis de 
démontrer que NHE1 et NaV1.5 sont retrouvés dans ces fractions, de même pour la 
cavéoline-1 et la cathepsine à cystéine B. Par des études de microscopie confocale et de 
microscopie à haute résolution (SIM), il a été montré que NHE1 et NaV1.5 sont co-localisés 
dans les domaines cellulaires correspondant aux invadopodes et que ces structures contiennent 
également la cavéoline-1. NaV1.5 et la cavéoline-1 sont co-immunoprécipités avec NHE1 
confirmant la proximité entre ces trois protéines. L’étude de l’affinité de NHE1 pour les 
protons intracellulaires a révélé qu’en présence du canal NaV1.5, la sensibilité de l’échangeur 
NHE1 aux protons intracellulaires est augmentée conduisant à une plus grande activité de 
NHE1 au pH intracellulaire des cellules MDA-MB-231. L’inhibition de NaV1.5 modifie la 
forme des cellules, diminue l’activité de dégradation protéolytique des invadopodes et 
diminue la phosphorylation de la cortactine, protéine impliquée dans la formation des 
invadopodes. Cette proximité entre NHE1, NaV1.5 et la cavéoline-1, dans des domaines 
subcellulaires responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire, permettrait 
l’établissement d’un couplage fonctionnel entre NHE1 et NaV1.5 afin d’induire l’acidification 
périmembranaire nécessaire à l’augmentation de l’invasivité des cellules cancéreuses 
mammaires (Figure 44). 
 
Figure 44 : Schéma hypothétique de la régulation de NHE1 par NaV1.5 dans les invadopodes 
des cellules cancéreuses MDA-MB-231. 
Illustration réalisée grâce à Servier Medical Art 
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E. Discussion 
Cette étude a permis une meilleure compréhension du rôle du canal NaV1.5 dans l’invasivité 
des cellules cancéreuses mammaires ainsi que de son lien avec l’échangeur sodium-proton 
NHE1. Ces deux protéines semblent liées fonctionnellement dans des micro-domaines 
cellulaires spécialisés dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Le mécanisme 
permettant cette relation semble impliquer une augmentation de la sensibilité de NHE1 pour 
les protons intracellulaires bien que ce phénomène ne soit pas encore entièrement défini.  
La co-localisation de NHE1 et NaV1.5, mise en évidence dans l’article précédent a été 
confirmée par l’utilisation de microscopie à haute résolution. Cette technique démontre une 
proximité importante entre ces deux protéines (Figure 2 de l’article ci-dessus). Une étude 
récente s’est intéressée à la localisation de la sous-unité α des canaux NaV dans les cellules 
MDA-MB-231 et démontre une localisation périnucléaire des canaux NaV ainsi que dans les 
lamellipodes. Dans cette étude, les cellules ne sont pas cultivées sur une matrice 
extracellulaire et ne possèdent donc pas d’invadopodes (Yang et al., 2012). 
En plus de leur localisation dans les radeaux lipidiques, NHE1 et NaV1.5 sont situés dans les 
invadopodes. Cette localisation a été démontrée par deux techniques complémentaires, 
l’isolement d’une fraction enrichie en invadopodes et la microscopie de fluorescence. La 
technique biochimique démontre, après contrôle de marqueurs des différentes fractions, que 
NHE1 est présent dans la fraction enrichie en invadopodes, de même que NaV1.5. Les 
invadopodes contiennent également la protéase MT1-MMP, des formes actives de la 
cathepsine B et la cavéoline-1 (Figure 2 de l’article ci-dessus). L’analyse par microscopie 
confirme la co-localisation de NHE1 et NaV1.5 dans des zones membranaires à activité de 
dégradation protéolytique et se prolongeant dans la matrice extracellulaire (Figure 1 et 2 de 
l’article ci-dessus). Ces résultats suggèrent que NHE1 et NaV1.5 sont localisés dans les sites 
responsables de la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire par les cellules 
cancéreuses. Leur localisation dans ces domaines pourrait favoriser la création d’un 
microenvironnement acide à proximité des invadopodes permettant d’activer les cathepsines à 
cystéine responsables de la dégradation de la matrice. Il apparaît important de pouvoir 
mesurer le pH extracellulaire autour des invadopodes. Pour cela, une technique développée 
par l’équipe du Pr. Reshkin pourra être employée (Busco et al., 2010). Cette technique utilise 
les propriétés de sensibilité au pH de la fluorescéine. L’émission de fluorescence de la DQ-
gelatin, substrat de protéases couplé à la fluorescéine, lorsqu’elle est dégradée permet de 
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mesurer le pH extracellulaire dans ces zones de dégradation. Cette étude démontre que dans 
les cellules MDA-MB-231, le pH extracellulaire à proximité des invadopodes se situe autour 
de 6,36 alors que celui autour des cellules est plus alcalin vers 7,43 (Busco et al., 2010). 
L’influence de l’activité de NHE1 et de NaV1.5 sur le pH extracellulaire des zones de 
dégradation pourra être mesurée.  
NHE1 et NaV1.5 semblent localisées à proximité de régions riches en cavéoline-1. Il a été 
démontré que les radeaux lipidiques et la cavéoline-1 étaient nécessaires à la formation et à 
l’activité de dégradation des invadopodes (Caldieri et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009). En 
effet, les invadopodes sont des zones de membranes riches en cholestérol typiques des 
radeaux lipidiques. La cavéoline-1, connue pour permettre la formation des caveolae par le 
transport du cholestérol vers la membrane plasmique, régule la formation des invadopodes en 
transportant le cholestérol dans ces structures (Caldieri et al., 2009). De plus, il a été proposé 
un rôle anti-tumoral des statines, inhibant la synthèse du cholestérol (Solomon and Freeman, 
2008), ce qui pourrait s’expliquer par une diminution de la fonctionnalité des invadopodes et 
donc de l’agressivité des cellules cancéreuses. Ces résultats supportent la nécessité d’étudier 
le rôle des radeaux lipidiques dans la relation entre NaV1.5 et NHE1. Pour cela, les radeaux 
lipidiques pourront être déstabilisés avec des agents interférants avec la localisation ou la 
synthèse du cholestérol (statines) ou avec un siRNA spécifique de la cavéoline-1.  
Les invadopodes sont enrichis en protéines phosphorylées sur les tyrosines (dont la 
cortactine), mettant en évidence l’importance de la signalisation cellulaire dans ces structures 
(Bowden et al., 2006). La localisation de NHE1 et de NaV1.5 dans les invadopodes pourrait 
permettre leur rapprochement et favoriser leur interaction. En effet, NHE1, NaV1.5 et la 
cavéoline-1 co-immunoprécipitent ensemble. Il apparaît nécessaire d’étudier l’influence de la 
localisation de NHE1 et NaV1.5 dans les invadopodes sur leur activité. Ces études 
permettraient de déterminer si la localisation de NHE1 et NaV1.5 dans ces micro-domaines 
cellulaires est nécessaire à leur interaction fonctionnelle. Pour cela, des mesures d’activité de 
NHE1 et de NaV1.5 pourront être effectuées sur des cellules cultivées sur du Matrigel afin de 
permettre la formation d’invadopodes comparées à des cellules cultivées sur du verre. Il serait 
intéressant de déterminer si l’activité de NaV1.5 est plus grande dans les invadopodes que 
dans les autres zones membranaires. Ces mesures pourront être réalisées par du patch clamp 
en configuration de canal unitaire, avec des sondes fluorescentes sensibles au potentiel de 
membrane ou au sodium. 
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Cette étude sur la localisation de NHE1 et NaV1.5 dans des domaines subcellulaires impliqués 
dans la dégradation de la matrice extracellulaire par les cellules cancéreuses reste descriptive 
mais a permis de nous interroger sur la relation entre NHE1, NaV1.5 et l’invasivité cellulaire. 
La relation fonctionnelle entre NHE1 et NaV1.5 a été approfondie par des mesures de la 
sensibilité aux protons intracellulaires de l’échangeur NHE1 en présence d’un shRNA 
inhibant spécifiquement l’expression de NaV1.5. Les cellules exprimant NaV1.5 ont une 
sensibilité aux protons intracellulaires augmentée comparée aux cellules shNaV1.5 ne 
l’exprimant pas (Figure 3 de l’article ci-dessus). Ces cellules ont donc un échangeur NHE1 
plus actif pour un même pH intracellulaire proche de la neutralité conduisant à une activité 
plus importante de NHE1 lorsque le canal NaV1.5 est actif. Ce mécanisme de régulation de 
NHE1 par sa sensibilité aux protons intracellulaires à déjà été mis en évidence lors de la 
stimulation de cellules par des mitogènes (Lacroix et al., 2004; Paris and Pouyssegur, 1984) 
ou lors d’une déplétion en sérum (Reshkin et al., 2000a). 
L’activité de NHE1 et NaV1.5, est nécessaire à la fonction de dégradation de la matrice 
extracellulaire par les invadopodes. L’inhibition de NHE1 ou de NaV1.5 diminue l’activité de 
dégradation de la matrice extracellulaire par les invadopodes suggérant que l’activité de ces 
protéines est nécessaire au fonctionnement des invadopodes (Figure 4 de l’article ci-dessus). 
NHE1 et NaV1.5 pourraient également jouer un rôle dans la formation des invadopodes. Dans 
les cellules MDA-MB-231, NHE1 est connu pour être située dans les invadopodes et pour 
participer à l’acidification extracellulaire du microenvironnement cellulaire et à l’activité de 
dégradation des invadopodes. Son inhibition réduit la formation des invadopodes (Busco et 
al., 2010). De plus, une récente étude, a démontré que les protons transportés par NHE1 en 
dehors de la cellule et par conséquent l’alcalinisation intracellulaire sont nécessaires à la 
polymérisation de l’actine par la cofiline et à la formation des invadopodes (Magalhaes et al., 
2011). La formation des invadopodes implique la phosphorylation de la cortactine qui recrute 
NHE1 au niveau des précurseurs d’invadopodes. L’alcalinisation induite par NHE1 permet de 
détacher la cofiline de la cortactine et d’induire la polymérisation de l’actine permettant ainsi 
l’élongation des invadopodes (Magalhaes et al., 2011). L’inhibition de l’activité du canal 
NaV1.5 par la TTX induit une diminution de la quantité de cortactine phosphorylée sur la 
tyrosine 421 dès 5 minutes de traitement, cette diminution étant maintenue après 24h de 
traitement (Figure 4 de l’article ci-dessus). Ces résultats suggèrent que l’activité du canal 
NaV1.5 pourrait favoriser la formation des invadopodes par une augmentation de la 
phosphorylation de la cortactine. La phosphorylation de la cortactine pourrait induire le 
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recrutement de NHE1 et l’augmentation de son activité pour stimuler la formation des 
invadopodes et augmenter l’invasivité cellulaire. Ces résultats ne permettent pas de 
déterminer si l’effet de la TTX est dû à l’inhibition de l’activité du canal NaV1.5 ou à la 
diminution de l’activité de NHE1. Pour cela, ces mêmes mesures de phosphorylation de la 
cortactine lorsque NHE1 et NaV1.5 sont inhibés doivent être effectuées. L’étude du rôle de la 
cortactine dans la relation entre NHE1 et NaV1.5 doit être poursuivie par des études de co-
localisation et d’interaction entre NHE1, NaV1.5 et la cortactine phosphorylée ou non. L’effet 
de l’inhibition d’expression de la cortactine par un siRNA pourra également être évalué sur 
l’activité de NHE1. La phosphorylation de la cortactine sur la tyrosine 466 est également 
impliquée dans la formation des invadopodes (Oser et al., 2010). L’effet de la TTX sur la 
phosphorylation de cette tyrosine devra être étudié.  
Les invadopodes se forment en plusieurs étapes qui impliquent de nombreuses protéines mais 
les mécanismes précis de leur formation ne sont pas encore entièrement compris (Murphy and 
Courtneidge, 2011). Lors de l’étape d’initiation, des contacts focaux se forment avec la 
matrice extracellulaire. L’initiation est suivie par l’étape de formation qui se produit par le 
recrutement, l’activation et la phosphorylation de protéines nécessaires à la polymérisation de 
l’actine et à l’élongation de l’invadopode telles que le complexe Arp2/3, WIP (WASP 
interacting protein), la cortactine, TKS5 (substrat de la tyrosine kinase src), la fascin ou 
encore AFAP110 (actine filament-associated protein). Lors de la dernière étape de maturation, 
les protéases nécessaires à l’activité de dégradation de la matrice extracellulaire sont 
adressées aux invadopodes. La sécrétion de MMP2 et MMP9 dans l’environnement 
extracellulaire est stimulée ainsi que le recrutement de MT1-MMP à la surface des 
invadopodes probablement par une voie dépendante des microtubules (Linder et al., 2011; 
Poincloux et al., 2009). Les invadopodes sont situés à proximité de l’appareil de Golgi, 
suggérant que le transport de vésicules vers les invadopodes pourrait être nécessaire à leur 
formation ou à leur fonction (Baldassarre et al., 2003). L’activité du canal NaV1.5 pourrait 
stimuler l’invasivité cellulaire par une augmentation de la formation et de l’activité des 
invadopodes par une voie dépendante de NHE1. Dans les macrophages, NaV1.5 régule 
l’acidification et le transport des vésicules intracellulaires (Carrithers et al., 2007). NaV1.5 
pourrait donc réguler la formation des invadopodes par la stimulation du transport vésiculaire 
vers les invadopodes. Une autre isoforme, NaV1.6 est localisée dans les podosomes de 
macrophages et les invadopodes de cellules de mélanome où elle participe à la formation de 
ces structures et à l’invasivité des cellules (mais pas à la migration) (Carrithers et al., 2009). 
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La localisation des canaux NaV dans les invadopodes pourrait être un des mécanismes 
permettant d’expliquer le rôle de ce canal dans l’invasivité des cellules non excitables. Afin 
de confirmer le rôle de NaV1.5 et NHE1 dans la formation des invadopodes, les différentes 
étapes décrites pour la formation des invadopodes devront être étudiées par la mesure du 
recrutement ou de la phosphorylation de ces protéines. 
Notre étude met en évidence une co-localisation entre NHE1 et NaV1.5 dans des micro-
domaines cellulaires spécialisés dans la dégradation protéolytique de la matrice 
extracellulaire. De plus, NaV1.5 et NHE1 co-immunoprécipitent suggérant une forte proximité 
entre ces protéines. Cette co-immunoprécipitation, n’implique pas nécessairement une 
interaction directe mais peut comprendre des protéines intermédiaires. NHE1 et NaV1.5 sont 
connus pour posséder de nombreux partenaires protéiques et se situer dans des macro-
complexes protéiques. L’actine, connue pour être associée à ces deux protéines pourrait être 
un intermédiaire entre NHE1 et NaV1.5. En présence d’un inhibiteur du canal NaV1.5, les 
cellules MDA-MB-231 deviennent plus circulaires, suggérant que le cytosquelette d’actine est 
modifié par l’activité du canal NaV1.5 (Figure 4 de l’article ci-dessus). NaV1.5 est connu pour 
être lié au cytosquelette d’actine, en effet, un traitement de myocytes cardiaques avec de la 
cytochalasine D, qui inhibe la polymérisation de l’actine, réduit le courant sodique dépendant 
du voltage et diminue la cinétique d’inactivation du courant (Undrovinas et al., 1995). De 
même, NHE1 est lié au cytosquelette d’actine, par les protéines de la famille ERM (Denker et 
al., 2000). La cofiline, protéine jouant un rôle dans la dynamique de polymérisation et de 
dépolymérisation de l’actine, présente une activité augmentée à pHi alcalin (Frantz et al., 
2008). Cette protéine est impliquée dans la formation des invadopodes par une voie 
dépendante du pH intracellulaire (Magalhaes et al., 2011). Des résultats préliminaires 
indiquent que l’inhibition du canal NaV1.5 pourrait augmenter la polymérisation de l’actine et 
que la diminution de la polymérisation de l’actine augmente l’efflux de protons par NHE1 
(Figure 45). Ces résultats suggèrent que l’activité du canal NaV1.5 diminue la polymérisation 
de l’actine et cette diminution pourrait augmenter l’activité d’efflux de protons de NHE1. 
Ceci est en accord avec la démonstration précédemment faite de l’augmentation d’activité de 
NHE1 par l’activité du canal NaV1.5. Bien qu’à compléter, ces résultats renseignent sur la 
quantité totale d’actine polymérisée or il n’est pas exclu une dynamique différente entre 
polymérisation et dépolymérisation de l’actine dans des zones particulières telles que les 
invadopodes.  
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Figure 45 : Rôle de la polymérisation de l’actine dans l’effet du canal NaV1.5 sur l’activité de 
NHE1. 
A. Les cellules traitées par 0,5 µM de cytochalasine présentent une déstabilisation de leur cytosquelette d’actine. 
B. Mesure de la quantité de F-actine en présence d’un inhibiteur de l’activité de NaV1.5 (TTX 30 µM pendant 
24h) ou de la polymérisation de l’actine (cytochalasine D 0,5 µM pendant 30 minutes) (n = 5 P = 0,10 pour TTX 
vs CTL et 0,09 pour cytochalasine D vs CTL). C. Efflux de protons en présence ou non de 0,5 µM de 
cytochalasine D pendant 30 minutes (n = 3, P = 0,19). 
 
La poursuite de cette étude sur l’implication de la polymérisation de l’actine dans la 
régulation de l’invasivité des cellules MDA-MB-231 par NaV1.5 et NHE1 semble nécessaire à 
une meilleure compréhension de ce mécanisme. La polymérisation de l’actine peut être 
mesurée plus finement à l’aide d’un peptide qui n’interfère pas avec la polymérisation 
(LifeAct) permettant donc une visualisation en temps réel, sur des cellules non fixées, de la 
dynamique du cytosquelette d’actine (Riedl et al., 2008). Il a été démontré que l’activation de 
NHE1 lors d’une déplétion en sérum induit une diminution de la polymérisation d’actine qui 
réduit la formation des fibres de stress et augmente la formation de pseudopodes favorisant 
ainsi la migration et l’invasivité cellulaire (Paradiso et al., 2004). La diminution de la quantité 
d’actine polymérisée par l’inhibition de l’activité du canal NaV1.5 pourrait donc être due à 
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l’inhibition de NHE1. L’activité d’une autre isoforme, NHE3 est connue pour être diminuée 
en présence de cytochalasine alors que dans ce modèle, différent du notre, l’activité de NHE1 
ne semble pas être modifiée par cet agent (Kurashima et al., 1999). Des mesures en présence 
d’inhibiteurs de ces deux protéines individuellement et simultanément doivent être effectuées 
afin de déterminer le rôle de leur activité respective sur la polymérisation de l’actine dans les 
cellules MDA-MB-231.  
Lors de cette étude, nous avons démontré une proximité importante entre NHE1 et NaV1.5. 
Ces deux protéines sont situées dans les invadopodes des cellules MDA-MB-231 et 
participent à leur activité de dégradation de la matrice extracellulaire. NHE1 et NaV1.5 étant 
connues pour être des protéines interagissant avec de nombreuses autres protéines, l’existence 
de complexes multi-protéiques dédiés à l’invasivité cellulaire est envisageable. L’existence 
d’un tel complexe pourra être étudiée par des gels d’acrylamide en condition non dénaturante 
ou des expériences de cross-linking. La technique de cross-linking a été initiée pendant cette 
thèse sans résultats probants pour le moment. Des résultats préliminaires de gels en condition 
non dénaturante suggèrent que NHE1 et NaV1.5 pourraient être situés dans des complexes 
protéiques de 388 et 330 kDa (Figure 46).  
 
Figure 46 : Identification de complexes protéiques par électrophorèse en condition non 
dénaturante. n=2 
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La spécificité de ces complexes protéiques est à vérifier dans des cellules n’exprimant pas 
NHE1 ou NaV1.5. Les résultats obtenus par des gels natifs pourront être confirmés par une 
technique de gel filtration (chromatographie par exclusion de taille) (Bloustine et al., 2003; 
Naudin et al., 2010). Pour cela, un lysat protéique est déposé sur une colonne permettant de 
séparer les protéines et les complexes protéiques selon leur masse moléculaire. La révélation 
par western blotting des protéines contenues dans les différentes fractions permet de 
déterminer si ces protéines sont associées ou non. L’entrée de sodium par le canal NaV1.5 
pourrait permettre la création d’une zone cellulaire où la concentration de sodium est plus 
importante et favoriser l’établissement d’une signalisation permettant d’augmenter l’activité 
de NHE1 situé dans ces mêmes zones cellulaires.  
 Le mécanisme permettant à l’activité du canal NaV1.5 de réguler l’efflux de protons par 
NHE1 semble impliquer une augmentation de l’affinité de NHE1 pour les protons 
intracellulaires par un mécanisme encore inconnu. Puisque l’activité du canal est nécessaire 
pour stimuler NHE1, un rôle de la protéine NaV1.5 autre que celui de pore peut être exclu. 
Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour tenter d’expliquer le rôle de l’activité du canal 
NaV1.5 sur NHE1 : soit une interaction directe entre ces deux protéines soit l’implication 
d’intermédiaires. Dans le cas d’une interaction directe, un changement de la conformation du 
canal lorsqu’il laisse passer du sodium pourrait activer l’échangeur NHE1 pour augmenter 
l’acidification extracellulaire. Cette hypothèse est peu probable puisqu’en présence de TTX 
les changements de conformation lors de l’activation sont toujours possibles, cette toxine 
bloquant le passage du sodium dans le pore (Fozzard and Lipkind, 2010) or un effet de la 
TTX a été démontré sur l’activité de NHE1. Dans le cas d’une interaction indirecte, des 
protéines intermédiaires pourraient faire le lien entre l’activité du canal NaV1.5 et celle de 
NHE1. Ces intermédiaires peuvent impliquer des protéines d’interaction ou des protéines de 
signalisation activées par l’activité du canal NaV1.5 et capables de réguler celle de NHE1. 
Pour ces deux possibilités, la co-localisation entre NHE1 et NaV1.5 pourrait permettre de 
favoriser leur interaction.  
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Le traitement des cancers est un enjeu majeur de santé publique. Les cellules cancéreuses sont 
capables d’acquérir de nombreuses propriétés leur permettant de former une tumeur. Ces 
cellules peuvent proliférer et se développer dans l’environnement hostile de la tumeur, 
faiblement alimentée en oxygène et en nutriments par les vaisseaux sanguins. Cependant la 
principale cause de décès par cancer du sein n’est pas la tumeur primaire, qui généralement 
peut régresser par des traitements anti-tumoraux ou être retirée relativement aisément par 
chirurgie, mais la généralisation de la pathologie par le développement de métastases. Il 
apparaît donc essentiel de mieux comprendre les déterminants cellulaires et moléculaires du 
processus métastatique afin de pouvoir le traiter ou le prévenir. 
Les cellules cancéreuses mammaires très invasives MDA-MB-231 expriment un canal 
sodique dépendant du voltage, NaV1.5. Cette isoforme est exprimée majoritairement dans les 
cellules cardiaques où elle participe à l’excitabilité cellulaire. Dans les cellules cancéreuses 
mammaires, l’expression de ce canal est favorable à l’agressivité des cellules in vitro (Gillet 
et al., 2009; Roger et al., 2003) et semble corrélée au développement des métastases et à une 
diminution de la survie des patientes (Fraser et al., 2005; Yang et al., 2012). Son inhibition 
apparaît donc comme une possibilité thérapeutique afin de réduire la formation des métastases 
(Yang et al., 2012) à la condition que les fonctions cardiaques et nerveuses ne soient pas 
affectées. L’expression de canaux NaV n’est pas limitée aux cellules cancéreuses mammaires 
puisqu’ils sont retrouvés dans d’autres types de cancers où ils participent également à 
l’invasivité cellulaire. Ce phénomène semble donc ne pas dépendre du modèle étudié mais 
être généralisable à plusieurs types cancéreux bien que les isoformes de NaV exprimées soient 
différentes. Peu de choses sont connues sur les causes de l’expression des canaux sodiques 
dépendants du voltage dans les cellules cancéreuses. Les mutations retrouvées dans les 
oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs pourraient augmenter leur transcription ou 
induire des modifications épigénétiques favorisant leur expression. Une piste pourrait être 
l’activation des facteurs de transcription lors de la transition épithélio-mésenchymateuse 
(Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005). Bien que les causes de l’expression des canaux NaV dans 
les cellules cancéreuses soient inconnues, leur rôle, quelle que soit l’isoforme, dans 
l’invasivité des cellules cancéreuses est désormais admis. 
Le rôle des canaux sodiques dépendants du voltage a été étudié dans un modèle de cellules 
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 exprimant l’isoforme NaV1.5. L’activité de ce canal 
induit une acidification extracellulaire qui est favorable à l’activité des protéases actives à pH 
acide, les cathepsines à cystéine B et S permettant ainsi d’augmenter l’invasivité des cellules 
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cancéreuses mammaires (Gillet et al., 2009). L’objectif de cette thèse était donc d’étudier la 
régulation du pH des cellules MDA-MB-231 et de mieux comprendre le mécanisme par 
lequel le canal NaV1.5 induit cette acidification extracellulaire. 
Lors de ce travail, nous avons démontré que l’échangeur sodium-proton NHE1, essentiel pour 
la régulation du pHi des cellules MDA-MB-231, pouvait être responsable de l’acidification 
périmembranaire induite par l’activité du canal NaV1.5. En effet, l’activité du canal NaV1.5 (et 
pas seulement la présence de la protéine) augmente l’activité d’efflux de protons de NHE1 en 
augmentant sa sensibilité pour les protons intracellulaires. De plus, NHE1 et NaV1.5 semblent 
participer à une même voie favorisant l’invasivité des cellules cancéreuses mammaires. Ces 
deux protéines sont retrouvées co-localisées dans les radeaux lipidiques et dans des domaines 
membranaires spécialisés dans la dégradation de la matrice extracellulaire par les cellules 
cancéreuses, les invadopodes. L’utilisation de microscopie à haute résolution a permis de 
confirmer cette proximité entre NHE1 et NaV1.5. Cette dernière observation de la proximité 
de NHE1 et NaV1.5 nous a conduits à postuler qu’ils pouvaient faire partie de macro-
complexes protéiques dédiés à l’invasivité cellulaire. En effet, NHE1 et NaV1.5 sont connus 
pour posséder de nombreux partenaires protéiques et être finement régulés (Baumgartner et 
al., 2004; Shao et al., 2009). Cette proximité entre NHE1 et NaV1.5 pourrait favoriser leur 
interaction fonctionnelle de manière à ce que l’activité de NaV1.5 stimule celle de NHE1. 
L’existence de cette localisation précise de NHE1 et NaV1.5 dans les zones spécialisées dans 
la dégradation de la matrice extracellulaire et donc dans l’invasivité cellulaire est en faveur 
d’une régulation extrêmement précise du pH dans ces zones de dégradation. La formation 
d’un complexe protéique incluant NaV1.5 et NHE1 dans les invadopodes pourrait conduire à 
une acidification extracellulaire localisée de l’environnement cellulaire où les protéases sont 
sécrétées et concentrées. Des enzymes du métabolisme glycolytique ont été identifiées dans 
les invadopodes suggérant que les protons nécessaires à l’activité de NHE1 sont produits 
directement dans les structures invasives où NHE1 est exprimée (Attanasio et al., 2011). De 
plus, la cavéoline-1 stimule la glycolyse aérobie de cellules de cancer colorectal (Ha et al., 
2012).  
L’étude du rôle de l’activité du canal NaV1.5 sur l’activité de NHE1 dans les invadopodes et 
sur l’acidification du pH extracellulaire autour des invadopodes est d’une grande importance 
pour une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires liés à l’activité du canal 
NaV1.5. Pour cela, des mesures de pH extracellulaire et intracellulaire doivent être effectuées 
au niveau des invadopodes en présence ou non d’inhibiteurs pharmacologiques et de siRNA 
   
260 sur 337 
 
 
spécifiques. Le rôle de la présence de ces protéines dans les invadopodes pourra être étudié 
par des mesures d’activité de NHE1 et de NaV1.5 dans des cellules cultivées sur du Matrigel 
permettant la formation d’invadopodes. 
 Les résultats préliminaires obtenus par des gels d’acrylamide en condition non dénaturante 
sont un argument en faveur d’un complexe protéique composé de NaV1.5 et NHE1. Ces 
résultats doivent être confirmés puis approfondis par l’identification d’autres protéines 
éventuellement situées dans ces complexes telles que des protéines d’interaction ou de lien au 
cytosquelette. Les études de co-immunoprécipitation permettraient également d’identifier les 
partenaires protéiques de NHE1 et NaV1.5 dans les cellules MDA-MB-231. En effet, des 
intermédiaires d’interaction protéique ou du cytosquelette semblent être des pistes 
prometteuses pour expliquer le lien entre NHE1 et NaV1.5. Une étude s’intéressant à l’effet de 
l’activité d’un canal sodique dépendant du voltage sur la morphologie de cellules cancéreuses 
prostatiques a proposé que l’activité du canal permet un changement de morphologie des 
cellules responsable de l’augmentation de leur invasivité (Fraser et al., 1999). Dans cette 
étude, les cellules où le courant sodique dépendant du voltage est inhibé par la TTX sont 
moins allongées et possèdent des prolongements cellulaires plus courts et moins larges. Nous 
avons également observé une augmentation de la circularité des cellules lors de l’inhibition du 
canal NaV1.5 par la TTX. L’activité du canal pourrait donc favoriser la mise en place d’une 
morphologie cellulaire spécialisée dans l’invasivité par une modification du cytosquelette 
d’actine en induisant par exemple la formation des invadopodes. La poursuite de l’étude de la 
dynamique de polymérisation de l’actine est donc essentielle pour mieux comprendre ce 
phénomène. De même l’étude du rôle de NaV1.5 et NHE1 sur la formation des invadopodes 
apparait comme nécessaire. L’activité du canal NaV1.5 pourrait en stimulant l’efflux de 
protons de NHE1 induire une réorganisation du cytosquelette d’actine favorisant la formation 
des invadopodes et ainsi l’invasivité des cellules cancéreuses. L’étude initiée sur la 
phosphorylation de la cortactine devra être poursuivie par l’étude d’autres protéines 
nécessaires à la formation des invadopodes avec éventuellement l’implication de voies 
dépendantes du sodium. 
La composition et la forme des invadopodes et des structures associées que sont les 
podosomes est de mieux en mieux connue et de nombreuses protéines ont été identifiées 
comme présentes dans ces structures (Linder et al., 2011). Certaines de ces protéines 
pourraient être des partenaires protéiques pour NHE1 et NaV1.5 ou des intermédiaires telles 
que l’ezrin (Kocher et al., 2009), la gelsoline dont l’activité est sensible au pH (Attanasio et 
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al., 2011; Litwin et al., 2012), 14-3-3 (identifiée comme interagissant avec NHE1 et NaV1.5) 
(Attanasio et al., 2011) ou encore ERK1/2 (Badowski et al., 2008).  
Toutefois, ces résultats obtenus dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 
pourraient être généralisés dans d’autres modèles de cellules cancéreuses (prostate, poumon, 
colon, col de l’utérus). Les cellules MDA-MB-231 constituent un modèle de cancer du sein 
« triple négatif » (ER-, PR-, HER2-) très agressif que les traitements actuels peuvent 
difficilement cibler. Ces résultats devront donc être confirmés dans d’autres modèles de 
cancers agressifs, d’autant plus que l’expression de canaux sodiques dépendants du voltage 
est retrouvée dans d’autres types de cancers. Le rôle de la régulation du pH dans l’invasivité 
de ces autres types de cancers n’est pas connu et pourra faire l’objet de nouvelles études. 
L’étude de la régulation du pH et de la régulation de l’activité de NHE1 par l’activité d’un 
canal sodique dépendant du voltage pourra donc être reproduite dans ces modèles de cancers 
invasifs ainsi que l’étude du lien entre la régulation du pH et l’invasivité cellulaire dépendante 
des canaux NaV. De même, la localisation des protéines identifiées et leur rôle dans les 
domaines membranaires spécifiques que sont les radeaux lipidiques et les invadopodes 
devront être étudiés afin de généraliser ce phénomène.  
La quantité de sodium intracellulaire de cellules de cancer du poumon non à petites cellules 
est plus importante que dans des cellules non cancéreuses ne possédant pas de canaux 
sodiques dépendants du voltage (Roger et al., 2007). Ces résultats confirment l’existence 
d’une entrée de sodium dans des cellules cancéreuses et il apparaît nécessaire d’effectuer des 
mesures de sodium intracellulaire dans les cellules MDA-MB-231. Celles-ci accompagnées 
par des mesures de potentiel de membrane permettraient de valider notre hypothèse selon 
laquelle les canaux sodiques dépendants du voltage induisent une entrée de sodium faible 
mais continue dans les cellules cancéreuses. Il pourrait exister des domaines cellulaires précis 
ou l’activité de NaV1.5 est très localisée et n’influe pas sur la quantité de sodium global de la 
cellule. L’utilisation d’une sonde sensible au sodium (SBFI, sodium Green) couplée à de la 
microscopie permettra d’identifier finement les variations de sodium dues à l’activité du canal 
NaV1.5 dans des domaines subcellulaires précis. Il apparait également nécessaire de vérifier 
que le rôle des canaux NaV sur l’invasivité des cellules cancéreuses implique bien une entrée 
de sodium et non un effet de charges. Pour cela, le sodium du milieu extracellulaire pourra 
être substitué par différents ions. Les résultats obtenus au cours de cette étude sont le plus 
souvent basés sur l’utilisation de TTX pour inhiber l’activité d’entrée de sodium du canal 
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NaV1.5 mais pourraient être complétés par l’étude réciproque de l’augmentation du courant de 
fenêtre par un inhibiteur de l’inactivation du courant, tel que la vératridine.  
Afin d’étudier plus facilement la relation entre NHE1 et NaV1.5 il est envisagé de créer un 
modèle de surexpression de ces deux protéines dans des fibroblastes. Nous disposons d’une 
lignée de fibroblastes de hamster dépourvus de NHE1 (lignée dérivée de CCL39) exprimant 
ou non NHE1 humain (don du Pr. Counillon) et de plasmides du canal NaV1.5 ainsi que de 
différentes mutations (don du Dr. Guicheney). La transfection de NaV1.5 ou de ces différents 
mutants dans les fibroblastes exprimant NHE1 permettrait de confirmer leur interaction 
fonctionnelle et d’étudier le rôle de canaux mutants. Des études préliminaires ont été réalisées 
et seront poursuivies (stage de Master 2). De plus, ces constructions permettraient l’étude de 
l’expression du canal NaV1.5 dans des cellules cancéreuses mammaires faiblement invasives 
telles que les cellules MCF-7 et de déterminer si cette expression augmente leur invasivité. 
Enfin, le rôle du canal NaV1.5 dans le développement tumoral et la formation de métastases 
dans un modèle de greffes orthotopiques chez la souris est en cours d’étude (thèse V. 
Driffort). 
De nouvelles techniques ont été développées récemment pour mimer au mieux les conditions 
de développement des métastases retrouvées dans les tumeurs. Ces techniques peuvent utiliser 
des membranes basales natives ou des cultures en trois dimensions (Schoumacher et al., 
2011). Elles ont permis de démontrer l’existence d’invadopodes et de podosomes dans des 
matrices en trois dimensions proches de l’environnement des tissus. Leur identification in 
vivo, initiée depuis quelques années, n’est pas encore clairement établie et est en cours 
d’étude par de nombreuses équipes. De telles structures ont été identifiées in vivo dans les 
leucocytes lors de leur migration à travers les vaisseaux sanguins vers les tissus (diapédèse). 
Lors de la diapédèse transcellulaire, les leucocytes utilisent des structures apparentées à des 
invadosomes pour identifier les zones où leur passage est possible (Carman, 2009). Les 
cellules endothéliales forment également des podosomes qui pourraient être impliqués dans le 
remodelage des vaisseaux (Rottiers et al., 2009). Ces structures sont retrouvées dans les 
cellules musculaires lisses (Quintavalle et al., 2010) et dans les macrophages (Van Goethem 
et al., 2011) et sont impliquées dans la migration de ces cellules. Des structures proches des 
invadopodes ont été observées sur des cellules cancéreuses cultivées dans des matrices en 
trois dimensions (Lizarraga et al., 2009; Magalhaes et al., 2011; Wolf and Friedl, 2009). Des 
différences existent entre les structures observées probablement à cause de l’utilisation de 
matrices différentes ce qui peut influencer le mode de migration des cellules. Certaines 
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preuves sont apparues concernant l’implication de protéines associées aux invadopodes dans 
l’invasivité des cellules cancéreuses in vivo. L’expression de la protéine AMAP, retrouvée 
dans les invadopodes, est corrélée à l’agressivité des tumeurs et à la formation de métastases 
(Onodera et al., 2005). La cortactine et tks5, protéines retrouvées dans les invadopodes sont 
également associées à la croissance tumorale (Blouw et al., 2008; Clark et al., 2009). Les 
tyrosines kinases Arg et Syc ainsi que N-WASP régulant la formation des invadopodes sont 
associées à la formation des métastases in vivo (Gil-Henn et al., 2012; Gligorijevic et al., 
2012; Sung et al., 2009). La première démonstration de protrusions similaires à des 
invadopodes in vivo a été faite très récemment dans un modèle de tumeurs mammaires 
(Gligorijevic et al., 2012). Les structures observées sur des sections de tumeurs sont 
composées d’actine F, de cortactine et de N-WASP et sont associées à une dégradation du 
collagène (Gligorijevic et al., 2012). L’observation de la localisation de NHE1 et NaV1.5 in 
vivo dans des coupes de tumeurs mammaires est nécessaire afin d’identifier si ces protéines 
sont localisées dans des protrusions de type invadopodes. De même la corrélation entre 
l’expression de NHE1 et NaV1.5 avec l’agressivité des tumeurs pourra être étudiée. 
Des agents pharmacologiques modulateurs de canaux NaV sont actuellement utilisés en 
clinique tels que des anti-arythmiques ou des anesthésiques locaux (phenytoïne, mexiletine, 
lidocaine) et pourraient être utilisés pour prévenir ou inhiber le développement de métastases 
à la condition que ces agents n’interfèrent pas avec les fonctions cardiaques et neuronales. 
Des agents spécifiques de l’isoforme NaV1.5 néonatale pourraient diminuer ces risques et 
bloquer spécifiquement les canaux NaV1.5 exprimés au niveau des cellules cancéreuses 
mammaires et pas les canaux cardiaques. Des molécules activées par un pH acide 
permettraient de cibler l’environnement tumoral comme il a été proposé pour inhiber la V-
ATPase (De Milito et al., 2010). De plus, le ciblage de ces protéines membranaires est facilité 
par leur présence au niveau des membranes plasmiques. 
En conclusion, lors de cette thèse, le rôle du canal sodique dépendant du voltage NaV1.5 dans 
un modèle de cellules cancéreuses mammaires a été étudié. L’activité de ce canal permet 
d’augmenter l’efflux de protons vers le microenvironnement extracellulaire via NHE1 
favorisant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire par les cathepsines à cystéines B et 
S. Les deux protéines membranaires NaV1.5 et NHE1 sont localisées dans des micro-
domaines cellulaires spécialisés dans la dégradation de la matrice extracellulaire et pourraient 
se situer dans des complexes protéiques facilitant leur interaction. Ces résultats, issus de la 
recherche fondamentale, ont permis de faire avancer nos connaissances sur le rôle de certains 
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canaux ioniques dans les cellules cancéreuses. De telles études sont essentielles pour dans un 
premier temps comprendre les différentes étapes moléculaires permettant aux cellules 
cancéreuses d’aboutir à la formation des métastases et dans un second temps cibler une ou 
plusieurs de ces étapes par des agents thérapeutiques spécifiques. Bien que l’utilisation 
d’inhibiteurs de NHE1 ou de NaV1.5 en clinique soit délicate compte tenu du caractère 
ubiquitaire de NHE1 et de l’importance de NaV1.5 dans l’excitabilité cardiaque, une meilleure 
compréhension de cette voie impliquée dans la dissémination des cellules cancéreuses 
pourrait conduire à l’établissement de nouveaux marqueurs pronostiques de l’agressivité des 
tumeurs ou à l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques permettant 
d’inhiber le développement des métastases.  
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Modulation de l’échangeur Na
type 1 (NHE1) par le canal sodique 
dépendant du voltage Na
 Implication dans l’invasivité 
cellules cancéreuses mammaires 
 
Résumé 
Les cellules cancéreuses mammaires invasives
être associée au développement métastatique. L’activité de ce canal 
à une acidification péricellulaire favorable à l’activité des cathepsines
la dégradation de la matrice extracellulaire. Au cours de cette thèse, nous avons montré que l’échangeur 
NHE1 est le principal régulateur du pH des cellules MDA
augmente l’activité d’efflux de protons
NHE1 sont co-localisés dans des radeaux lipidiques et plus 
cellules MDA-MB-231. Les activité
invadopodes. Enfin, l’activité du canal 
cellules cancéreuses MDA-MB-231 
augmente l’activité de NHE1 dans les 
mammaires. 
 
Mots clés : canaux sodiques dépendants du voltage, échangeur
cellules cancéreuses 
 
Résumé en anglais 
Invasive breast cancer cells express Na
metastatic progression. The activity of the channel
acidification favourable for the activity of 
matrix degradation. During this thesis
MDA-MB-231 cells and that the activity of Na
possibly through allosteric modulation. 
of MDA-MB-231 cells. The activity of NHE1 and Na
Finally, the activity of NaV1.5 channel
cancer cells to promote the acquisition of a proinvasive phenotype
activity in invadopodia to stimulate breast 
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invasiveness 
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s de NHE1 et NaV1.5 stimulent l’activité 
NaV1.5 semble moduler le cytosquelette et la morphologie des 
pour leur donner un phénotype invasif. 
invadopodes stimulant ainsi l’invasivité 
s sodium-proton, invadopodes, 
V1.5 sodium channels which activity seems to be
 in MDA-MB-231 cells 
extracellular cysteine cathepsins B and S and 
, we have shown that NHE1 exchanger is the main pH 
V1.5 channels increases protons efflux 
NaV1.5 and NHE1 are co-localised in lipid rafts and in 
V1.5 promotes the proteolytic activity of invado
s seems to modulate cytoskeleton and morphology of MDA
. In conclusion Na
cancer cells invasiveness. 
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